UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

CARRERA DE BIOLOGIA

EFECTO DEL CALCITRIOL EN COMBINACION CON EL
TGF-p1 SOBRE LA EXPRESION DE LA GONADOTROPINA
CORIONICA HUMANA Y SU RECEPTOR EN LA LINEA
CELULAR DE CANCER DE PROSTATA HUMANO DU-145

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
BIOLOGO
PRESENTA:
CAMPOS AVILES MARBELLY BELEM
DIRECTOR DE TESIS: DR. DAVID BARRERA HERNANDEZ
ASESOR INTERNO: M. en C. ANA ROCIO RIVERA MARTINEZ

ZARAGOZA ;
CIUDAD DE MEXICO, 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

“ZARAGOZA”
VNIVERADAD NACJONAL DIRECCION
AVENMA DE
MEXICO

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE.

Comunico a usted que la alumna CAMPOS AVILES MARBELLY BELEM, con
numero de cuenta 309064246, de la carrera de Biologia, se le ha fijado el dia
13 de agosto de 2019 a las 13:00 hrs., para presentar examen profesional, el
cual tendra lugar en esta Facultad con el siguiente jurado:

PRESIDENTE Dra. MARIA ELENA AYALA ESCOBAR

VOCAL Dr. DAVID BARRERA HERNANDEZ*

SECRETARIO M. en C. ANA ROCIO RIVERA MARTINEZ

SUPLENTE Dra. MARIA DE LOURDES MORA GARCIA V24 fead Wloed

SUPLENTE Dr. RODRIGO ANIBAL MATEOS NAVA /%

Eltitulo de la tesis que presenta es: Efecto del Calcitriol en combinacién con
el TGF-B1 sobre la expresion de la gonadotropina coriénica humana y su
receptor en la linea celular de cancer de préstata humano DU-145.

Opcion de titulacion: Tesis

Agradeceré por anticipado su aceptacion y hago propia la ocasién para

saludarle.
ATENTAME’NTE )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad de N;Iéxic?&, FB06e re: 9
DR. VI RNANDEZ ABAD
RECIB[ )
OFICINA DE EXAMENES Dr. JOSE LUIS OMEZ MARQUEZ

PROFESIONALES Y DE GRADO JEFE DE CARRERA



Reconocimientos

A la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), por poder realizar en esta

prestigiada Institucion mis estudios de bachillerato y licenciatura.

A la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (FES-Z), lugar donde acrecenté mi

formacién académica.

Al Departamento de Biologia de la Reproduccion, Dr. Carlos Gual Castro, del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn (INCMNSZ), por el uso de sus

instalaciones para llevar a cabo este proyecto.

Al Laboratorio de Hematopoyesis y Leucemia (LHyL), de la Unidad de Investigacion en
Diferenciacion Celular y Céancer (UMIEZ). Lugar donde enriqueci mi formacién en todos

los conocimientos bésicos en el manejo de lineas celulares y cancer.

Al comité tutorial: Dra. Maria Elena Ayala Escobar
Dr. David Barrera Hernandez
M. en C. Ana Rocio Rivera Martinez
Dra. Maria De Lourdes Mora Garcia

Dr. Rodrigo Anibal Mateos Nava



Agradecimientos

Al Dr. David Barrera Hernandez, por darme la oportunidad de formar parte de su grupo de
trabajo, brindarme su apoyo, paciencia, confianza, ensefianzas, consejos y guiar este trabajo
de tesis. Sobre todo por su paciencia al ensefiarme desde la teoria hasta lo practico. Gracias

por todo el apoyo y motivacion para realizar este proyecto.

A la M. en C. Ana Rocio Rivera Martinez, por aceptar ser mi asesora interna, por su apoyo
en la elaboracién de esta tesis, consejos, paciencia y confianza. Pero principalmente por

brindarme su amistad y todos los conocimientos basicos en la investigacion.

A todos los miembros del Departamento de Biologia de la Reproduccion, en especial a mis
comparfieras: Joselin Estefania Escamilla Bucio, Mitzi Garcia Olivares y Nancy Noyola

Martinez, gracias por brindarme su amistad, apoyo Yy paciencia.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT), por brindarme la beca con el

numero de registro 16477.

Al CONACVYT, por el apoyo econémico con nimero de registro CB-2016/282770-M,

otorgado como sustento a la investigacion cientifica.



Dedicatorias

A mi abuelita Micaela, por brindarme todo su apoyo incondicional, consejos Yy
experiencias, le agradezco todo el tiempo y atencion que ha dedicado hasta el dia de hoy en
mi formacion como persona. Gracias por ser una madre para mi, por considerarme como

una hija y por estar siempre al pendiente de mi.

A mi abuelito Benito, gracias por su apoyo y brindarme un techo en su casa. Por darme

consejos para enfrentarme ante la gente y por ensefiarme a valorar y a ganarme las cosas.

A mis padres: Angélica Avilés y Guillermo Campos, les agradezco por darme la vida, su
apoyo, su confianza y por creer en mi. Estoy orgullosa de tener unos padres como ustedes a
pesar de muchas adversidades que hemos pasado. Quiero que sepan que los quiero y los
respeto. También les agradezco mucho todos sus cuidados y ensefianzas que tuve con

ustedes de pequefia.

A mis hermanos: Aldair Campos y Guillermo Campos, gracias por su paciencia y apoyo
que me han dado, por dedicarme el tiempo para escucharme y alegrar mis dias, por su
confianza, porque a pesar de muchos contratiempos que hemos pasado nunca me han
dejado sola, y siempre han creido en mi, ustedes son mi mayor fuente de inspiracion, los

amo. Y nunca los voy a dejar, siempre los voy a llevar en mi corazon.



A mi tia Leticia Avilés, muchas gracias por el apoyo que me has brindado y por todos los
consejos durante toda mi carrera como estudiante para seguir por un buen camino, la
admiro y la respeto mucho. Desde pequefia fuiste un ejemplo a seguir para mi. Gracias por

la confianza y el apoyo que me has dado.

A mis primas y primos, gracias por todos esos momentos de alegria que hemos pasado
juntos, ademas de ser parte de mi familia yo los considero como mis mejores amigos, sé

que en ustedes puedo confiar y siempre van estar ahi para escucharme, los quiero mucho.

En general a toda mi familia y amigos gracias por estar siempre conmigo, porque gracias a
ustedes he podido salir adelante. Sé que me faltan muchas personas por mencionar que
estuvieron siempre apoyandome estoy muy agradecida con ustedes por haberme apoyado y
brindarme su amistad durante mucho tiempo y aunque ya no los veo siempre los voy a

llevar presente.



indice Pagina

1 Listado de Figuras y Tablas............cccccoovvinieiieccesese e |
2 ABFEVIATUIAS ........oooeeeee e Il
3 RESUMEBN ..ottt \Y
A INEFOAUCCION........ooieieee et 1
4.1 Generalidades del CANCEN...........coiiiieiicicc e 1
4.2 INCIAENCIA UEI CANCET ... vttt st re e 2
B (015 =L VPSPPSR PSRRI 3
4.4 CANCET A8 PIOSALA ... ..veevereeeeeiesieieeie ettt sttt sttt e e b e sbe e e e ene e 4
4.5 Tratamientos del CANCEr A& PrOSLAtA..........ccerveieieiiiieie e 5
G O o110 ) PSPPSR PSR 6
4.7 Metabolismo  del CAICIION ...........ooiiiiiiieee 6
4.8 Mecanismo de accidn del CalCITIOL............cceveieiiiiieeecec e 8
4.9 Calcitriol 'y CANCEr dE PrOSLALA. ........ccveivieiecie ittt 9
4.10 Generalidades del factor de crecimiento transformante (TGF-f).....ccccccocvvvnvnivnnnnnn 10
4. 11 TGF-B Y CANCEL ...ttt b bbb b et b e b e ene e 11
4.12 Generalidades de la gonadotropina corionica humana (hCG) ........ccccceveeieieciiecneenne 12
A L3 NCG Y CANCET ...ttt bbbttt b bbbt b et et st beene e e e 12
5 Planteamiento del problema...........ccooic 14
B JUSTIFICACION ... 15
T HIPOTESIS ... 16
B ODJELIVOS ... 17
O MEtOOIOQIA. ... 18
9.1 CUKIVO CEIUIAT........c.eeeeeeeeeee ettt nre e nnes 18
9.2 EStudios de eXPreSION GBNICA. ........ueieerueiierieerieeieseesieesieeree et e e sre e raesre e e s e e sneeneenns 18
9.2.1 EXIracCion del RNA ..ottt 18
9.2.2 Cuantificacion de RNA ... 20

9.2.3 REtrOtranSCrIPCION ........eeiveeie ettt ettt sae e ens 20



9.2.4 AMpIificacion del CDNA ........coo oo
9.3 ENSAY0S A8 ELISA.. ..ot
9.4 Ensayos de proliferacion CelUIAr...............covveiiiiiii e
9.5 ANAIISIS ESLATISTICO. ... ettt e
10 RESUIAOS..........coei s

10.1 Efecto del calcitriol y del TGF-f1 solos 0 en combinacion sobre la expresion
GENICA B I NCG B ...t
10.2 Expresion génica del receptor LHCGR en ausencia y presencia del calcitriol y

del TGF-B1 50l0S 0 en COMDINACION. .....c.viviiveiiiiiieieese e
10.3 Efecto del calcitriol y el TGF-f1 solos o en combinacién sobre la secrecion

A IB NCGP ..
10.4 Efecto del calcitriol y el TGF-B1solos o en combinacion sobre la

ProfiferaCion CeIUIAN..............oooiiiiiee e
10.5 Efecto de la hCGp sobre la proliferacion en ausencia y presencia del calcitriol y
HEI TOF-B L vooeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeee e es e ee s ee s e s e s es s s eeseee s e s ee s ereee e eeseseseesseeerens
1L DISCUSION ...
12 CONCIUSIONES ...ttt

13 PEISPECTIVAS ...t

1A BIDHOGIafia ..o



1 Listado de Figuras y Tablas

Figura 1. Incidencia mundial de diferentes tipos de cancer.

Figura 2. Incidencia y mortalidad del cancer de prostata.

Figura 3. Esquema que muestra la ubicacion de la prostata y del cancer de prostata.
Figura 4. Organos involucrados en la ruta de sintesis del calcitriol.

Figura 5. Mecanismo de accion genémico del calcitriol.

Figura 6. Extraccion del RNA.

Figura 7. Cajas de 96 pozos para ensayos de proliferacion celular.

Figura 8. Expresion génica de la hCGp.

Figura 9. Expresion génica del receptor LHRHCG.

Figura 10. Efecto del calcitriol y del TGF-f1 sobre la secrecion de la hCGp.
Figura 11. Efecto del calcitriol y del TGF-B1 sobre la proliferacion celular.

Figura 12. Efecto de la hCG en ausencia y presencia de calcitriol, TGF-B1 y la combinacion
de los tres compuestos.

Tabla 1. Protocolo de amplificacion del cDNA por gPCR.

Tabla 2. Secuencias de los iniciadores y sondas utilizadas en la qPCR.



2 Abreviaturas

ADT: Terapia de Privacion de Andrégenos, por sus siglas en inglés: Androgen

Deprivation Therapy

ASR: Tasa de Incidencia Estandarizada por Edad, por sus siglas en inglés: Age-

Standardised Rate

ATCC: Coleccion de Cultivos Tipo Americano, por sus siglas en inglés: American Type

Culture Collection

cDNA: Acido Desoxirribonucleico Complementario, por sus siglas en inglés:

Complementary Desoxyribonucleic Acid
CP: Cancer de Prostata

CRPC: Cancer de Prostata Resistente a la Castracion, por sus siglas en inglés: Castration

Resistant Prostate Cancer

CYP27B1: 25-hidroxivitamina Ds3-1o hidroxilasa

CYP2R1: 25-hidroxilasa

DBP: Proteina de Union a Vitamina D, por sus siglas en inglés: Vitamin D Binding Protein
DEPC: Dietilpirocarbonato

DNA: Acido Desoxirribonucleico, por sus siglas en inglés: Desoxyribonucleic Acid

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas, por sus siglas en inglés: Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay



EMT: Transicibn Epitelio Mesénquima, por sus siglas en inglés: Epithelial to

Mesenchymal Transition

FSH: Hormona Foliculo Estimulante, por sus siglas en inglés: Follicle Stimulating

Hormone

hCG: Gonadotropina Coridnica Humana, por sus siglas en inglés: Human Chorionic

Gonadotropin

hCGp : Gonadotropina Corionica Humana Subunidad 3

LHCGR: Receptor de la Hormona Luteinizante/ Gonadotropina Coridnica, por sus siglas

en inglés: Luteinizing Hormone/Chorionic Gonadotropin Receptor

LH: Hormona Luteinizante, por sus siglas en inglés: Luteinizing Hormone

MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitdgeno, por sus siglas en ingles: Mitogen-

Activated Protein Kinase

MMPs: Metaloproteinasas de Matriz, por sus siglas en inglés: Matrix Metalloproteinases

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PI3K: Fosfatidil Inositol-3 Cinasa, por sus siglas en inglés: Phosphoinositide-3 Kinase

PKA: Proteina Cinasa A, por sus siglas en inglés: Protein Kinase A

PKC: Proteina Cinasa C, por sus siglas en inglés: Protein Kinase C

PLA2: Fosfolipasa A2, por sus siglas en ingles: Phospholipase A2



gPCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real, por sus siglas en inglés:

Real Time Polymerase Chain Reaction
RNA: Acido Ribonucleico, por sus siglas en inglés: Ribonucleic Acid
RXR: Receptor de Retinoides X, por sus siglas en inglés: Retinoid X Receptor

TSH: Hormona Estimulante de la Tiroides, por sus siglas en inglés: Thyroid Stimulating

Hormone
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3 Resumen

El cancer de prostata (PC) es un problema de salud plblica que afecta principalmente a
hombres mayores de 65 afios. En México, su incidencia y mortalidad estd posicionada en
primer lugar comparada con los otros tipos de cancer, por lo cual, resulta de interés la
bisqueda de moléculas de origen natural para combatir este padecimiento. De lo anterior,
se sabe que el calcitriol (derivado activo de la vitamina D), el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) y la gonadotropina corionica humana (hCG), tienen efectos que
median el crecimiento celular de varios tipos de cancer. Sin embargo, en algunas ocasiones
se han encontrado datos controversiales y poco se conoce si existe alguna conexion entre
estos compuestos para ejercer sus acciones. Por lo tanto, los objetivos del presente estudio
usando como modelo bioldgico la linea celular de cancer de préstata humano DU-145,
fueron los siguientes: evaluar los efectos del calcitriol y del TGF-f1 solos o en
combinacidn sobre la expresion génica y proteica de la hCGB asi como la expresion génica
de su receptor. Ademas, estudiar si en esquema de combinacion se afecta la proliferacion
celular con mejor eficacia que con los compuestos por separado. Considerando lo anterior,
se realizaron los tratamientos correspondientes en los cultivos celulares y se evalud la
transcripcién génica de la hCGS y su receptor mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real. La secrecion de la hCGB a los medios de cultivo fueron
evaluados por la técnica de ELISA mientras que la proliferacion celular fue determinada
por el método de XTT. Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que: a) el
calcitriol no modifico la expresion génica ni la secrecion basal de la hCGp, b) el TGF-B1
estimuld la expresion génica y la secrecion de la hCGB, c) la sintesis de la hCGp
estimulada por el TGF-$ es inhibida por el calcitriol, d) la expresion génica del receptor de
la hCGB no fue modificada por ningln esquema de tratamiento, e) los tres compuestos
inhiben  significativamente la proliferacion de las células DU-145 y f) la combinacion del
calcitriol y el TGF-B1 con la hCG, inhibieron mas la proliferacion celular en comparacion
con el control o con cada uno de estos tratamientos. Conclusion, los resultados sugieren que
mantener adecuadas concentraciones de vitamina D podria mediar los efectos del TGF-p
sobre la sintesis de la hCG y asi controlar la proliferacién de las células de cancer de
préstata humana.



4 Introduccion

4.1 Generalidades del cancer

Considerando la definicion tomada del Instituto Nacional del Céancer de Estados Unidos del
2015 [1], el término cancer es dado a un grupo de enfermedades relacionadas que se
caracterizan por una division descontrolada de células que poseen el potencial de invadir
otros tejidos, ocasionados por cambios a nivel del genoma que afectan una amplia variedad
de genes con funciones cruciales que coordinan el balance celular. Estas modificaciones
generan insensibilidad a sefiales reguladoras que median los programas de crecimiento,
sobrevivencia y muerte que conducen a la proliferacion, crecimiento e invasion celular

descontrolada [1].

El cancer puede empezar casi en cualquier lugar del cuerpo humano. De forma natural, las
células humanas crecen y se dividen a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las
células normales envejecen o se dafian, mueren y nuevas las remplazan. Sin embargo, en el
cancer, este proceso ordenado se descontrola. A medida que las células se hacen mas y mas
anormales, las viejas o dafiadas sobreviven cuando deberian morir y nuevas se forman
cuando no son necesarias. Estas celulas adicionales pueden dividirse sin interrupcion y
formar masas llamadas tumores [1]. Asimismo, la acumulacion celular puede crecer e
invadir el tejido cercano mientras que algunas células anormales pueden desprenderse y

esparcirse hacia otras partes del cuerpo desencadenando la metastasis [2].



4.2 Incidencia del cancer
De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la segunda causa de
muerte en el mundo; en el 2015, ocasiond 8.8 millones de defunciones. Casi una de cada
seis defunciones en el mundo se debe a esta enfermedad [3]. En el 2018, se estimd un
diagnéstico de 2, 129, 118 casos nuevos de cancer en Estados Unidos con 609, 640
personas fallecidas por la enfermedad. En México, cada afio se estiman 190, 667 nuevos
casos de cancer y 78, 719 personas fallecidas [4]. Los nuevos datos sugieren que la carga
mundial ha aumentado a 18.1 millones de casos y a 9.6 millones de muertes por este
padecimiento. Los canceres mas comunes (enumerados en orden descendente segun los

nuevos casos estimados en 2018) son mostrados en la Figura 1 [5].
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Figura 1. Incidencia mundial de diferentes tipos de cancer (imagen tomada de GLOBOCAN, 2018;
http://gco.iarc.fr/) [5].



De acuerdo a la OMS, el cancer de prostata (CP) ocupa el segundo lugar de incidencia v el
quinto en mortalidad entre la poblacion masculina a nivel mundial (Figura 2A). En el caso
de Meéxico, el CP ocupa el primer lugar de incidencia y mortalidad entre la poblacion
masculina (Figura 2B) [3].
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Figura 2. Incidencia y mortalidad del cancer de préstata. A) Cancer de préstata mundialmente, B)
Cancer de prostata en México (imagen tomada de GLOBOCAN, 2018) [4]. ASR; tasa de incidencia

estandarizada por edad.

4.3 Préstata

La prostata es una glandula presente en los hombres que se encuentra debajo de la vejiga y
delante del recto, la cual produce parte del liquido que conforma el semen. En los hombres
jovenes, su tamafio es aproximado al de una nuez, sin embargo, puede ser mucho mas

grande en hombres de méas edad. Justo detras de la prdstata se encuentran las glandulas



llamadas vesiculas seminales, las cuales producen la mayor parte del liquido del semen. La
uretra, que es el conducto que transporta la orina y el semen fuera del cuerpo a través del

pene, pasa por el centro de la préstata (Figura 3) [6].

4.4 Cancer de prostata

El cancer de prostata (CP), se origina cuando las células de la prostata comienzan a crecer
sin control. Es una enfermedad maligna, que afecta a varones mayores de edad (mediana;
60 afios). Se origina en la parte periférica de la glandula (Figura 3), su ciclo evolutivo se
inicia en neoplasia intraepitelial prostatica, avanza luego a céncer in situ, cancer invasor y
posteriormente metastasico. Cuando la enfermedad evoluciona se presentan signos de
obstruccion urinaria baja y dolor que cominmente se pueden confundir en un inicio con
una infeccién urinaria baja u obstruccion por desarrollo glandular [7]. EI CP se presenta en
forma asintomatica y es de progresion lenta, lo que lleva muchas veces a un diagndstico

tardio, es decir, cuando el cancer ya se encuentra en un estado muy avanzado [8].

canceroso

~ “Escroto

Figura 3. Esquema que muestra la ubicacion de la préstata y del cancer de prdstata, el cual
se origina en la parte periférica de la glandula [6].



El CP es una patologia de etiologia multifactorial, caracterizada por heterogeneidad génica
y fenotipica [9]. En particular, el receptor de androgenos activado por el andrégeno permite
su translocacion al nucleo como homodimero para regular la expresion de genes
especfficos, sin embargo, cuando existe un desequilibrio en su regulacion, la via de
sefializacion del receptor de andrégenos tiene un papel importante en el desarrollo
temprano de esta enfermedad, ya que se activan genes implicados en el desarrollo y
progresion del CP [10,11]. En la mayoria de los casos, en estados avanzados el CP se
vuelve independiente de andrégenos, progresando hacia una enfermedad con alta
morbilidad denominada CP resistente a la castracion (CRPC; por sus siglas en inglés,
Castration-resistant prostate cancer), lo que favorece su actividad proliferativa e invasiva,

con un fenotipo mas agresivo y culminando en metastasis [9-11].

4.5 Tratamientos del cancer de prostata

El tratamiento utilizado para el cancer varia y depende de miitiples factores que incluyen el
tipo, la localizacion, la extension de la enfermedad y del estado de salud del paciente. La
mayoria de los tratamientos estan diseflados ya sea para eliminar directamente a las células
cancerigenas 0 para producir eventualmente su muerte al privarlas de las sefiales celulares
necesarias para la division celular [12]. Con base en el diagndstico se establecen las
terapias para un CP en etapas tempranas (vigilancia, cirugia, radioterapia, terapias focales y
extirpacion de la préstata) o un CP en etapas avanzadas (terapias hormonales,

quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia) [12,13].



En particular, la terapia de privacion de androgenos (ADT), resulta conveniente para
aquellos pacientes que presentan CP metastasico o de recurrencia después del tratamiento
[14]. La ADT reduce los niveles séricos de la hormona testosterona desde un nivel normal
(500 a 600 ng/dl o 17.3 — 20.8 nmol/1) hasta niveles de castracion (<50 ng/dl o 1.73
nmol/1) con la finalidad de retrasar la progresion del CP que en principio depende de la
estimulacion androgénica [15]. Sin embargo, debido a la heterogeneidad de las células
tumorales, muchos pacientes desarrollan resistencia al tratamiento y progresan hacia un

CRPC, el cual tiene pocas opciones terapéuticas [9,16,17].

4.6 Calcitriol

En los dltimos 20 afios, diferentes estudios han sugerido que la 1a, 25-dihidroxivitamina
D3 (calcitriol; forma activa de la vitamina D) tiene un papel preventivo y protector contra
diferentes tipos de cancer [18]. Aunque sus funciones durante mucho tiempo fueron
asociadas exclusivamente con la homeostasis de calcio, el calcitriol tiene un amplio rango
de funciones en procesos fisioldgicos [18]. En diferentes tipos celulares el calcitriol regula
procesos de inflamacion, angiogénesis, diferenciacion y apoptosis, asi como modula el
crecimiento, proliferacion e invasion celular [18]. Asimismo, su deficiencia ha sido
asociada con diferentes enfermedades autoinmunes, cardiovasculares y con varios tipos de

cancer, entre ellos el CP [18].

4.7 Metabolismo del calcitriol

El calcitriol, es un secoesteroide cuya sintesis comienza en la piel a partir del 7-
dehidrocolesterol, que por accién de la luz ultravioleta del sol (UV 290-315 nm), dara lugar

a la pre-vitamina D3, la cual se isomeriza a temperatura corporal para formar a la vitamina



D3 (colecalciferol) [19]. El colecalciferol, pasa a la circulacion y se une a la proteina de
transporte de vitamina D que lo traslada al higado, en este 6rgano, se hidroxila el carbono
25 del colecalciferol, por la actividad enzimatica del citocromo CYP2R1, dando lugar a la
250H-vitamina D (calcidiol) [20]. El calcidiol formado se transporta principalmente al
rifion, lugar donde se da una segunda hidroxilacion, ahora en el carbono 1 por el citocromo
CYP27B1 mitocondrial, que forma al calcitriol (Figura 4) [21]. Cabe mencionar que la
presencia del CYP27B1 se encuentra en diversos tejidos extra-renales incluyendo células

del tejido prostatico (Figura 4) [21].

)T v ee0-a15NM) e
T-dehidrocolesterol 4’{ Pre—w]';t; ‘ ? ‘ (:::mcjf:::l}

‘ 25-hidroxivitamina D3

(calcidiol)
dihidroxivitamina D3 —
otros (calcitriol)

Figura 4. Organos involucrados en la ruta de sintesis del calcitriol. Piel; Formacion del
colecalciferol a partir del precursor 7-dehidrocolesterol. Higado; Formacion del calcidiol. Rifién y

otros; Sintesis del calcitriol.



4.8 Mecanismo de accién del calcitriol

El calcitriol es una hormona versatil que participa en la regulacion de un gran ndmero de
funciones en el organismo y sus mecanismos de accion se pueden dividir en dos: el

genomico (clésico) y el no genomico [18,22].

En la via clasica de accion gendmica, el calcidiol/calcitriol transportado a la célula blanco,
es liberado y difunde a través de la membrana celular debido a su naturaleza lipidica o
puede internalizarse con la ayuda de proteinas transmembranales como es la megalina [19].
Una vez dentro de la célula, el calcidiol que se biotransforma en calcitriol o el calcitriol
libre, se une al receptor de vitamina D (VDR), el cual pertenece a la familia de receptores
nucleares. Tras la union del ligando, el receptor funciona como un heterodimero obligado
con el receptor de retinoides RXR [23]. Este complejo (calcitrio/VVDR/RXR), reconoce los
elementos de respuesta a vitamina D en regiones promotoras de genes blanco, que ocasiona
el reclutamiento de co-activadores o co-represores para inducir o reprimir la transcripcion

(Figura 5) [19].

Figura 5. Mecanismo de accion genémico del calcitriol [23,19].



Por otro lado, se sabe que el calcitriol ejerce sus efectos bioldgicos a través de una via no
genomica que implica la activacion de receptores membranales, que no dependen del
proceso transcripcional regulado por su receptor nuclear [24-26]. En efecto, el calcitriol
puede unirse a receptores especificos 0 no especificos en la membrana, que pueden activar
diferentes moléculas de sefalizacion como son: la fosfolipasa C y la fosfolipasa A2
(PLA2), la fosfatidil inositol-3 cinasa (PI3K) y p2lras, generando la produccién de
segundos mensajeros (Ca™, AMP ciclico, &cidos grasos y el fosfatidil inositol 3,4,5
trifosfato) que a su vez activan proteinas blanco como la proteina cinasa A (PKA), la
proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK), la proteina cinasa C (PKC) y la proteina
cinasa calcio-calmodulina 11 (Ca*-calmodulin kinase I1) [9,13-16]. Asimismo, las acciones
no genodmicas pueden incluir también la apertura de canales de Ca™ y CI, entre otros.

[23,27].
4.9 Calcitriol y cancer de préstata

Estudios in vitro e in vivo, han demostrado que el calcitriol inhibe el crecimiento de células
normales y malignas de prostata, cuyo efecto ha sido relacionado con diversos mecanismos
incluyendo el arresto del ciclo celular en G1/S, la reduccion del dafio al ADN por diversos
factores, regulacion por microRNAs, induccion de apoptosis, entre otros [28]. De manera
interesante, se ha descrito que el calcitriol inhibe el crecimiento de la linea celular de cancer
de prostata LNCaP, al inducir apoptosis y arresto del ciclo celular, mientras que en la linea
celular PC-3 se ha propuesto que el calcitriol inhibe el crecimiento celular al menos en

parte, al estimular la sintesis del factor de crecimiento transformante B (TGF-p) [29].



4.10 Generalidades del factor de crecimiento transformante (TGF-B)

El TGF-B, pertenece a la superfamilia de factores de crecimiento transformante, la cual
contiene mas de 35 polipéptidos secretados, incluyendo al TGF-B, las activinas y las

proteinas morfogénicas del hueso [30].

Los miembros de la familia TGF-B tienen diferentes acciones en la regulacion de funciones
celulares que involucran la proliferacion celular, la diferenciacion, la migracion y la

deposicion de matriz extracelular [31].

En los mamiferos, existen tres isoformas del TGF-B (-1, -B2 y -B3), con un peso molecular
de 25 kDa cada una de ellas, las cuales, son secretadas como un precursor inactivo llamado
TGF-B latente. Las isoformas TGF-PB1, -f2 y -B3 aunque presentan distintos patrones de
expresion, comparten una alta homologia de secuencias de aminoacidos y sus funciones son
mediadas por los mismos receptores [32]. Actualmente, se sabe que se sintetizan por

diferentes tipos celulares incluyendo células tumorales, entre ellas las del CP [32].

El TGF-B, es un regulador de diversas actividades celulares con milltiples efectos
bioldgicos, cuya identificacion ha permitido entender algunos mecanismos por los cuales
las funciones celulares estan reguladas en la salud y alteradas en la enfermedad [32]. Es
bien conocido que el TGF-B lleva a cabo sus efectos principalmente a traves de su via de
sefializacion canonica mediada por la interaccion con sus receptores de membrana, los
cuales subsecuentemente propagan la sefial mediante la activacion de diferentes proteinas
conocidas como Smads. Sin embargo, se ha descrito también que existen rutas alternas no

canonicas para ejercer sus efectos como la via de las MAPKS, entre otras [33].
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4.11 TGF-g y cancer

Alteraciones en el nimero y funcionalidad de sus receptores, sus vias de sefializacion o la
concentracion del TGF-B, han sido implicadas en condiciones patologicas como el cancer
[32,34,35]. En general, esta descrito que el TGF-f tiene efectos duales en el cancer, ya que
en tejido sano o al comienzo de la formacion de los tumores, el TGF-B inhibe la
proliferacion celular, pero con la des diferenciacion en curso el TGF-B aumenta la
motilidad y la metastasis [31]. No obstante, el papel que tiene el TGF- en el CP es
controversial, ya que el efecto supresor o promotor de tumores, depende de las

caracteristicas y capacidades de respuesta de la célula tumoral [31,33].

En efecto, aunque se ha reportado que en la via de sefializacion del TGF-B, las proteinas
Smad son un blanco con una alta frecuencia de mutaciones con potencial tumorogénico
[31], que la pérdida de la expresion de los receptores al TGF-f es uno de los mecanismos
por los cuales las células evaden la respuesta celular [31] y que altas concentraciones
plasméticas del TGF-B se han asociado con la progresion del CP hacia estados mas
agresivos e invasivos [32], en el contexto de la proliferacion celular, se ha descrito que el
TGF-B envia sefiales para mantener a las células detenidas en la fase G1 del ciclo celular
[32], inhibe la proliferacion e induce la apoptosis en la linea celular de prostata RWPE-1 y
células epiteliales prostaticas de rata respectivamente [36,37] y de manera interesante, el
TGF-B suprime la proliferacion y el crecimiento celular en varias lineas CRPC [29,38,39].
De lo anterior, resulta interesante indagar més a detalle el mecanismo por el cual ejerce

estos efectos y los blancos moleculares implicitos en su regulacion.
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4.12 Generalidades de la gonadotropina cori6nica humana (hCG)

La gonadotropina coriénica humana (hCG), es una glicoproteina de 237 aminoacidos con
un peso molecular de 38 kDa formada por dos subunidades, una a y otra B codificadas por
genes independientes. La hCG forma parte de la familia de las glicoproteinas
heterodiméricas hipofisarias: LH, FSH y TSH [42]. La subunidad o de la hormona, es igual
a las restantes glicoproteinas hipofisarias mientras que la subunidad B le confiere sus
caracteristicas bioldgicas e inmunologicas [40]. Esta hormona lleva acabo sus efectos al
unirse con el receptor de LH/hCG (LHCGR), el cual, presenta amplia distribucion en
diferentes tejidos y pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G, que al

interactuar con la hormona desencadenan vias de sefializacion por el AMPc [41].

4.13 hCG y Cancer

La hCG es una hormona sintetizada durante el embarazo por el trofoblasto placentario
normal O patoldgico (mola hidatiforme y coriocarcinoma). Ademéas, su sintesis ha sido
reportada también por algunos tejidos anémalos, tumores o canceres (carcinoma testicular u
ovarico de tipo germinal) y en bajas concentraciones por la hipdfisis [41]. De hecho, la
hCG es considerada un marcador tumoral asociado a enfermedades malignas tanto
trofoblasticas como no trofoblasticas y de tumores de células germinativas por lo cual, se
ha utilizado como marcador no solo para el diagnostico, sino para vigilar el tratamiento en
pacientes con tumores secretores de esta glicoproteina [42]. Ademas, la sobreexpresion de
la hCG en los adultos, especialmente en las mujeres, también se ha relacionado con el
desarrollo de céancer de wejiga [42,43]. Sin embargo, datos controversiales han sido

publicados en la literatura, en la cual, se ha sugerido que la hCG puede prevenir el cancer
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de mama [44]. En cuanto al CP, se ha reportado que en la linea celular DU-145, la hCG
induce migracion e invasion celular al promover la fosforilacion de ERK1/2 y al aumentar
la expresion y actividad de la MMP-2 [45]. No obstante, en términos de muerte celular, la
radioterapia para tratar este tipo de cancer, mejora cuando se combina este tratamiento con

la hCG, es decir, la combinacion induce mayor muerte celular que por separado [46].

Por todo lo anterior, nos resulta interesante conocer si el calcitriol y el TGF-p afectan la
expresion de la hCG y su receptor, usando como modelo biologico, la linea celular de

cancer de prostata; DU-145. Asimismo, indagar el efecto sobre la proliferacion de esta linea

celular, por la presencia de hCG sola o en combinacion con el calcitriol y el TGF-p.
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5 Planteamiento del problema

Actualmente, se buscan alternativas terapéuticas con mayor eficacia y menor agresividad
para él paciente con neoplasias malignas. De lo anterior, se sabe que compuestos naturales
como el calcitriol y el TGF-B tienen la capacidad de inhibir la proliferacion celular del
cancer de prostata. Sin embargo, los mecanismos por el cual ejercen sus efectos aun estan
en estudio. Tomando en cuenta que la hCG es considerada un marcador tumoral y que
existen datos controversiales en la literatura de sus efectos en el CP, nos resultd interesante
evaluar el efecto del calcitriol y el TGF-B sobre la expresion génica de la hCG y su
receptor, asi como estudiar si en un esquema de combinacién de estos compuestos se afecta

la proliferacion de la linea celular de cancer de préstata humano DU-145.
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6 Justificacion

El cancer de préstata es un problema de salud publica. Por lo cual, entender los
mecanismos de accion de moléculas con potencial anti-neoplasico como el calcitriol, el
TGF-B y la hCG resulta interesante, ya que derivado de los resultados que se obtengan, se
pueden proponer a estas moléculas como tratamientos naturales, coadyuvantes o posibles
potenciadores quimioterapéuticos con la finalidad de prevenir, aminorar o retardar el
crecimiento de las células cancerigenas de prostata. Adicionalmente, los resultados del
presente estudio permitirdn conocer si existe una interrelacion entre estas moléculas para

mediar procesos no solo de proliferacion, sino de migracion e invasion celular.
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7 Hipotesis

Tomando en cuenta los efectos antineoplasicos del calcitriol y el TGF-B1 en el cancer de
prostata, es posible que el calcitriol y el TGF-B1 solos o en combinacion modifiquen la
expresion génica de la hCG/ y su receptor en la linea celular de cancer de prostata humano
DU-145. Asimismo, se espera que en combinacién con la hCG, estos compuestos

favorezcan los procesos de inhibicion de la proliferacion celular.
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8 Objetivos

Objetivo General
Evaluar el efecto del calcitriol y del TGF-B1 sobre la expresion y sintesis de la
hCGB y su receptor, asi como determinar su impacto combinado sobre la

proliferacion celular de la linea de cancer de prostata humano DU-145.

Objetivos Particulares

Estudiar el efecto del calcitriol y del TGF-B1 solos o en combinacion sobre la

expresion génica de la ACGp en la linea celular de céncer de préstata humano DU-

145.

Determinar el efecto del calcitriol y del TGF-B1 solos o en combinacion sobre la
expresion génica del LHCGR en la linea celular de cancer de préstata humano DU-

145.

Evaluar la secrecion de la hCGpB en el medio de cultivo en la linea celular de cancer

de prostata humano DU-145 tratadas con calcitriol y TGF-1.

Indagar el efecto del calcitriol, del TGF-B1 y de la hCG solos 0 en combinacion

sobre la proliferacion celular de la linea celular de cancer de préstata humano DU-

145.
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9 Metodologia
9.1 Cultivo Celular

En este estudio se utilizo la linea celular de cancer de préstata humana DU-145 como
modelo bioldgico, la cual tenia un bajo nimero de pases (4-10 pases). Esta linea celular, es
un adenocarcinoma de tipo CRPC que presenta potencial metastasico moderado, en la cual
se ha demostrado la presencia del VDR y de los receptores al TGF-f. Las células DU-145
fueron obtenidas de la ATCC (por sus siglas en inglés; American Type Culture Collection)
y mantenidas en medio RPMI 1640 (Gibco, EE. UU.) suplementado con 5 % de suero fetal
bovino (SFB), 100 mg/mL de penicilina estreptomicina (Gibco EE. UU.) e incubadas a
37°C en una atmosfera de 5 % CO;, y 95 % de humedad. El calcitriol y la hCG fueron

obtenidos de Sigma Chemical Aldrich y el TGF-3 de Prepotech (EE. UU.).

9.2 Estudios de Expresion Génica

En cajas de 6 pozos (Thermo Fisher, Corea), fueron sembradas 150 mil células y 24 horas
despues de la siembra se hicieron curvas con diferentes concentraciones de calcitriol (0.1,
1.0, 10 y 100 nM), y TGF-B1 (1, 5 y 10 ng/mL) y se incubaron las células por 24 horas
méas. Adicionalmente, se probaron los tratamientos en combinacion (calcitriol 10 nM con

TGF-1 5 ng/mL).

9.2.1 Extracciéon del RNA
Para la extraccion total del RNA se utilizd el reactivo comercial Trizol (Ambion by Life
Technologies, EE.UU.) de acuerdo a la técnica de Chomczynski y Sacchi [47]. Después del
periodo de incubacidn, se succiond el medio e inmediatamente a las células adheridas en
los pozos se les afiadi6 500 pL de Trizol. Posteriormente, fueron raspadas con scrapers y

recolectadas en tubos eppendorf de 1.5 mL estériles, a los cuales se les adicion6 210 pL de
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cloroformo frio, se les agitd con un vortex y se centrifugaron (microcentrifuga Eppendorf
5417R, EE. UU.) a 12,000 rpm a 4 °C por 20 min. Con lo cual, se formaron tres fases: una
inferior con el DNA, una intermedia con proteinas y una superior con el RNA. La fase
superior que contenia el RNA se recolectd en nuevos tubos eppendorf estériles y a cada
muestra se le agregd 500 pL de isopropanol, para precipitar el RNA por lo menos durante
15 min, después se les agitd y se centrifugaron a 13,200 rpm a 4 °C por 20 min. mas para
obtener un pellet con la muestra de RNA. El sobrenadante se decantd de un solo golpe y al
pellet se le agregd 900 pL de alcohol etilico al 75%, se agitaron los tubos y se centrifugaron
a 13,200 rpm a 4 °C por 20 min. Al finalizar se decantaron los tubos y se dejaron invertidos
para secar el exceso de etanol. Por Ultimo, el pellet de RNA antes de su secado total se
resuspendio en 22 pL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) para protegerlo de

las RNAsas (Figura 6).
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Figura 6. Extraccion del RNA mediante la técnica de Chomczynski y Sacchi [47].
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9.2.2 Cuantificacion del RNA
El RNA se evalu6 usando el espectrofotometro Synergy HT (Bio Tek, EE.UU), el cual
requiere tan solo 2 pL de cada muestra que fueron depositados en una la placa de lectura de
16 pozos. Para determinar la cantidad y pureza del RNA de cada muestra el
espectofotometro estaba calibrado con absorbancia de 260/280 nm. Se considerd un valor
entre 1.8 a 2.0 para hacer la retrotranscripcion. Cabe sefialar que de forma automética el
software del espectrofotometro nos determind la concentracion total del RNA en /L a

partir del cual se hicieron los célculos para obtener de cada muestra 1 pg/uL de RNA.

9.2.3 Retrotranscripcion

Para la sintesis del DNA complementario (cDNA), se empled el kit Thermo Scientific. De
acuerdo a las instrucciones del fabricante, en cada tubo estéril de 200 pL se colocaron 4 pL
de reaccion de mezcla, 2 YL de la enzima maximina, 1 pg de RNA y a completar con agua
libre de nucleasas obteniendo un volumen final de 20 pL. A continuacion, se colocaron los
tubos en un Termociclador Veriti (Applied Biosystems, Singapur) programado por 30 min.
a 25 °C, 15 min. a 50 °C y 5 min. a 85 °C. EI cDNA obtenido se guard6 a -20 °C hasta su
amplificacion mediante la técnica denominada; reaccion en cadena de la polimerasa en

tiempo real (QPCR).

9.2.4 Amplificacion del cDNA

La amplificacién de cada gen de interés (hCGB y LHCGR) se realizd mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR), para ello se utilizd el estuche comercial
LigthCycler Tagman Master (Roche) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para lo
cual, 1 pL del cDNA, se resuspendié en una mezcla de reaccion que consta de 5.7 pL de

agua de grado PCR, 0.1 pL del iniciador sentido y antisentido (20 pM), 0.1 pL de la sonda
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de hidrélisis y 2 pyL de la DNA polimerasa TagMan obteniendo un volumen final de
reaccion de 10 pL. Para la amplificacion se utilizaron placas de 96 pozos, que tras la
colocacion de la muestra sobre la mezcla, se centrifugd a 1,500 rpm durante 30 segundos y
se coloco en un termociclador LightCycler 480, previa programacion para realizar la qPCR

segun las condiciones que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Protocolo de amplificacion del cDNA por gPCR.

Ciclos | Temperatura Evento Tiempo
(°0) (segundos)
Activacion de la enzima Tagman y 600

1 95 desnaturalizacién inicial del cDNA
95 Desnaturalizacion del cDNA 10

45 60 Alineamiento 30
72 Alargamiento 1

1 40 Enfriamiento 10

Los iniciadores y las sondas especificas (tabla 2) fueron disefiados usando el Universal
Probe Library Desing Center de Roche. Los genes de interés fueron normalizados con el
gen constitutivo fS-actina.

Tabla 2. Secuencias de los iniciadores y sondas utilizadas en la gPCR

GEN Orientacion del oligo No. No. de
Left (L) Right (R) sonda accesion
CCAACCGCGAGAAGATGA (L)
B-actina CCAGAGGCGTACAGGGATAG(R) 64 NM_001101.3
TGTGCATCACCGTCAACAC (L)
hCG-p GGTAGTTGCAACACCACCTGA (R) 43 J00117.1
TGCACAATGGAGCCTTCC (L)
LHCGR GCAATTAGCCTCTGAATGGACT (R) 31 NM_000233.3
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9.3 Ensayo de ELISA

La técnica de ELISA es un inmunoensayo enzimatico, el estuche comercial DRG B-HCG
(DRG Instruments GmbH, Alemania), proporciona los materiales necesarios para
determinar cuantitativamente la hCG + hCG-f. Este es un ensayo en fase solida de
inmunoadsorcién unido a enzimas basado en el principio del sandwich. Los pocillos de las
placas estdn recubiertos con un anticuerpo monoclonal/policlonal dirigido contra un dnico
foci antigénico en la molécula de la hCGB. Se incuba una alicuota de la muestra en los
pocillos recubiertos con el enzima conjugado, que es un anticuerpo anti- hCGpB conjugado
con la peroxidasa endogena. Despues de la incubacion se lava el conjugado que no se ha
unido. La cantidad de peroxidasa unida es proporcional a la concentracion de la
HCG/HCGp en la muestra. Cuando se afiade la solucion del sustrato de la peroxidasa, la
intensidad del color desarrollado es proporcional a la concentracion de la hCG/hCGB en la

muestra.

Brevemente:

Se colocaron 25 pL de los estandares para construir la curva de calibracion y 200 pL de las
muestras (se puso mayor volumen de muestra debido a que la secrecion de la hCGB es muy
baja). Inmediatamente, se les afiadid 100 pL de la enzima conjugada, se mezcld y se incubo
por 60 min. a temperatura ambiente. Después, se lavaron los pozos 5 veces con agua
destilada y el exceso de agua se elimind al sacudir y golpear la placa sobre una cama de
toallas de papel absorbente. Se adiciond 100 pL de la solucion sustrato y se incub6 por 15

min. mas. Para detener la reaccion enzimatica se les agregd 50 pL de solucion de paro.
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Se leyeron las absorbancias a 450 £ 10 nm con un lector de placas dentro de los 10 min.

después de afadir la solucion de paro.

9.4 Ensayos de proliferacion celular

Considerando datos previos en nuestro laboratorio [48]. Las células se sembraron en placas
de 96 pozos a razén de 1,000 células por pozo y 24 horas después se realizd el cambio de
medio sin y con los tratamientos: calcitriol (10 nM y 100 nM), TGF-B (1 y 5 ng/mL) y hCG
(200 ng) asi como su combinacion, los ensayos se realizaron por sextuplicado, y las células
tratadas se incubaron durante cuatro dias. Al cabo de este tiempo, se evalud la proliferacion
celular mediante el ensayo colorimétrico basado en XTT (sodio 3-(fenilaminocarbonilo)-
3,4-tetrazolium)-bis  (4-metoxy-6-nitro) hidrato acido bencénico sulfonico), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Brevemente: La sal de tetrazolium, XTT, se usa para
determinar cuantitativamente la proliferacion de las células metabdlicamente activas. El
ensayo se basa en la escision del anillo de tetrazolium del XTT (de color amarillo) por la
succinato deshidrogenasa mitocondrial y el reactivo acoplador de electrones PMS (N-
metildibenzopirazina metil-sulfato) para formar la sal de formazan (de color naranja), la
cual es soluble en solucibn acuosa y se cuantificO por absorbancia mediante un

espectrofotometro  Multiskan (Labsystems Inc. Canada) a 492 nm.
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A)

[ ] Tratamientos

Solucién salina
Blanco/medio
Curva celular

Caja 0
1] 2 | 3 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 [ 11 |12
A
B 250 células
C 500 células
D 1000 células
E 1500 células
F 1750 células
G 2000 células
H
B)
Caja de tratamientos
1| 2 | 3 | s | 6| 7] 8 | 9 | 10]] 111
A
B 250 células Control Tratamiento
C 500 células 1000 células/pozo 1000 células/pozo
D 1000 células Tratamiento Tratamiento
E 1500 células 1000 células/pozo 1000 células/pozo
F 1750 células Tratamiento Tratamiento
G 2000 células 1000 células/pozo 1000 células/pozo
H

Figura 7. Cajas de 96 pozos para ensayos de proliferacion celular. A) caja control, correspondiente
al tiempo 0, donde se aprecia la curva de calibracion (250 a 2000 células). B) caja con curva de
calibracion y diferente esquema de tratamientos por sextuplicado usando 1,000 células por pozo.
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9.5 Andlisis estadistico

Los datos se expresan como la media + desviacion estandar (DE) de al menos tres ensayos
diferentes con triplicados para la expresion génica y por sextuplicados para los ensayos de
proliferacién. Los analisis estadisticos se determinaron mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) de una via y todas las comparaciones muiltiples por el método de Holm-Sidak,
utilizando un paquete de software especializado (SigmaPlot 11.0). Valores de p < 0.05 se

consideran estadisticamente significativos.
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10 Resultados

10.1 Efecto del calcitriol y del TGF-B1 solos o en combinacion sobre la expresion

génica de lahCGpg

Se evalud la expresion geénica de la hCGp en ausencia y presencia de calcitriol (0.1, 1.0, 10
y 100 nM) y del TGF-B1 (1, 5 y 10 ng/mL) durante 24 horas. Como se aprecia en la figura
8A, el calcitriol no tiene efecto sobre la expresion génica de la hCGA mientras que el TGF-
B1 estimula significativamente la expresion mas de 3 veces comparada con el control. No
obstante, la figura 8B, nos muestra que en co-incubacion, el calcitriol atenCia la expresion

de la hCGp inducida por el TGF-p1.
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Figura 8. Expresion génica de la hCGp. A) En presencia del calcitriol y del TGF-B1 por separado y B) en co-
incubacion de calcitriol con TGF-Bl durante 24 horas. Se realizaron 3 experimentos diferentes con
tratamientos por triplicado. n=3 + DE %p < 0.05 vs control, bp <0.05 vs TGFp1.
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10.2 Expresién génica del receptor LHCGR en ausencia y presencia del calcitriol y del

TGF-p1 solo 0 en combinacion

Como se aprecia en la figura 9, la expresion génica del receptor LHCGR es muy baja y no

se estimula significativamente en presencia de los diferentes tratamientos comparados con

el control.

2.5E-08

2E-08

1.5E-08

—
[~
Y 1E08

5E-09

MRNA LHCGR / §-Actina

0
TGF-f1[Sng/mL] _ + - + - + - + - +

Cal [nM]

0.1 1.0 10 100

Figura 9. Expresion génica del receptor LHRHCG en ausencia o presencia del calcitriol y del TGF-
B1, solos o en combinacion. Las células DU-145 fueron tratadas con el TGF-B1 y diferentes
concentraciones de calcitriol durante 24 horas. Se realizaron 3 experimentos diferentes con
tratamientos por triplicado. n=3 + DE.

10.3 Efecto del calcitriol y del TGF-B1 solos o en combinacion sobre la secrecion de la
hCGp

El efecto de los tratamientos solos 0 en co-incubacion fue evaluado sobre la secrecion de la
hCGp. Cabe mencionar que nuestro estuche comercial de ELISA para la hCGp, no detecto
a la glicoproteina en condiciones basales ni en presencia de calcitriol. Sin embargo, como
se aprecia en la Figura 10, de manera similar a la expresion génica, el TGF-B1 estimulo la

secrecion de la hCGp, la cual fue inhibida en presencia del calcitriol.
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Figura 10. Efecto del calcitriol y del TGF-B1 solos o en combinacion sobre la secrecion de la hCGB en los
medios de cultivo. Las células DU-145 fueron tratadas con el calcitriol y/o el TGF-B1 por 48 h y la secrecion
de la hCG fue evaluada. n=3 + DE ®p < 0.05 vs TGF-B1.

10.4 Efecto del calcitriol y el TGF-B1 solos 0 en combinacion sobre la proliferacion
celular

El efecto del calcitriol y del TGF-B1 sobre la proliferacion celular fue evaluado después de
cuatro dias de incubaciébn. Como se observa en la Figura 11, el calcitriol inhibid
significativamente la proliferacion de las células DU-145, en una concentracion de 10 y 100
nM con una disminucion en la proliferacion del 14 % y del 18% respectivamente,

comparadas con el control.

Con respecto al TGF-B1, la concentracion de 1 y 5 ng/mL disminuyd 5 y 13% la
proliferacion celular con respecto al control, respectivamente. De manera interesante, las
combinaciones inhibieron ain méas la proliferacion con respecto al control y los

tratamientos por separado.
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Figura 11. Efecto del calcitriol y del TGF-B1 solos y en combinacién sobre la proliferacion celular. Las
células DU-145 fueron incubadas con calcitriol (10 y 100 nM) y TGF-p1 (1 y 5 ng/mL) solos o en
combinacién durante 4 dias de tratamiento. n=4 con sextuplicado + DE °p < 0.05 vs control, °p < 0.05 vs
TGF-B1 [1 ng/mL], °p <0.05 vs TGF-B1 [5 ng/mL].

10.5 Efecto de la hCG sobre la proliferacion celular en ausencia y presencia del

calcitriol y del TGF-p1

Adicionalmente, se evalué el efecto de la hCG recombinante sobre la proliferacion celular
de las células DU-145. Como se muestra en la figura 12, la hCG mostrd una disminucion
significativa de la proliferacion con respecto al control, la cual fue del 14%. Aunque la
combinacion de la hCG con calcitriol o el TGF-B1 inhibi6 més la proliferacion, esta
disminucion no fue significativa al solo efecto de la hCG. Sin embargo, cabe resaltar que la
triple co-incubacion de los tratamientos resultd en una significativa disminucién de la

proliferacion comparada con el efecto de la hCG.
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Figura 12. Efecto de la hCG en ausencia y presencia de calcitriol, TGF-B1 y la combinaciéon de los tres
compuestos. n=4 + DE *p < 0.05 vs control, bp <0.05 vs hCG.
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11 Discusién

En este estudio, se evalué en la linea celular de céncer de prostata humano DU-145, el
efecto del calcitriol y del TGF-B1 sobre la expresion génica y la sintesis de la hCGP, una
glicoproteina considerada un marcador tumoral en ciertos tipos de neoplasias [42]. Los tres
compuestos mencionados pueden ser producidos de manera adecuada y regulada por el
cuerpo, dependiendo del estado nutricional de la persona, su estilo de vida, respuesta
celular y en gran parte a la demanda o a la necesidad del organismo. Sin embargo, tanto la
deficiencia como la exacerbada produccion de estos compuestos han sido asociadas con

diferentes patologias, entre ellas el cancer de préstata.

Previamente fue demostrado en células de trofoblasto humano en cultivo que el calcitriol
tiene un efecto bifasico dependiente del tiempo para regular la sintesis de la hCGp, es decir,
a tiempos cortos el calcitriol induce la sintesis de la hCG mientras que en tiempos
prolongados el efecto es inhibitorio [49]. De lo anterior, era posible esperar un efecto
bioldgico del secoesteroide sobre la produccion de la hCG en otros tipos celulares
incluyendo la linea celular DU-145. Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente
trabajo, mostraron que tanto la expresion génica y la secrecion basal de la hCGpB no fue

afectada significativamente por el calcitriol, lo cual sugiere que el efecto del calcitriol

depende del tipo celular.

Por otra parte, fue reportado en lineas celulares de glioma (A172 y US87MG) que la sintesis
de la hCGP es estimulada por el TGF-B [50]. Lo cual coincide con el estimulo de la
expresion génica y proteica de la hCGP observado en este estudio. Con estos resultados,
demostramos por primera vez que el TGF-B1 es un regulador positivo de la expresion de la

hCGp en esta linea celular. Aunque no se evalud el mecanismo exacto por el cual se lleva a
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cabo este efecto, los datos sugieren que el gen que codifica para la subunidad  de la hCG
podria contener elementos de respuesta al TGF-B1, por lo tanto, un estudio de andlisis in
silico seria recomendado para determinar la posible interaccién de las proteinas activadas
por el TGF-B sobre este tipo de secuencias, las cuales estarian potencialmente mediando el
estimulo observado. En caso de corroborar lo anterior, también valdria la pena evaluar el

efecto en lineas celulares con fenotipo diferente al de las DU-145.

Este hallazgo nos permite proponer que en un micro ambiente con exacerbadas
concentraciones del TGF-B1 y con deficiencia de calcitriol, como ha sido reportado en el
cancer de prostata [51-53], que la sintesis incrementada de la glicoproteina es una

consecuencia mas que una causa en este tipo de patologias, sin embargo, esto implicaria
posibles efectos de la hCG sobre eventos de crecimiento, migracion e invasion, ya que se
ha descrito la capacidad de la glicoproteina para mediar estos procesos, en particular

afectando la migracion por aumentar la expresion de la MMP-2 en este tipo celular [45].

Por lo anterior, nos resultd interesante indagar si el calcitriol afectaba la sintesis de la hCG
inducida por el TGF-B1 en esquema de combinacion. De manera interesante, los resultados
mostraron que el estimulo del TGF-B1 sobre la hCGp fue inhibido cuando las células se co-
incubaron con el calcitriol. Considerando que el calcitriol per se no afecta la expresion
génica ni proteica basal de la hCGP pero si mhibe el estimulo promovido por el TGF-1, se
sugiere que esta hormona es un regulador directo de los efectos ejercidos por el TGF-J3,

interfiriendo asi, en la sintesis de diferentes blancos moleculares modulados por esta

citocina como es el caso de las MMPs [48].
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En cuanto al efecto del calcitriol y del TGF-B sobre la expresion geénica del receptor
LHCGR, los resultados mostraron que la expresion basal de este receptor en esta linea
celular es muy baja y no fue modulada significativamente en ningin esquema de
tratamiento. Lo anterior, descarta que el calcitriol y el TGF-B sean mediadores de este
receptor en este tipo celular. La baja expresion del LHCGR y la nula regulacion por estos
tratamientos indican que la hCGP podria mediar sus efectos biologicos a través de su
receptor encontrado en condiciones basales o utilizar rutas alternas de sefializacion como

previamente ha sido documentado [50].

Si bien, en este estudio no se determind el mecanismo por el cual el calcitriol modula el
efecto estimulador del TGF-3, las posibilidades son mdltiples, ya sea por una via gendmica,
debido a que se ha demostrado la presencia del VDR en este tipo de células [28], 0 por una
via no genémica afectando diferentes vias de sefializacion sin involucrar al VDR [27].
Asimismo, no se descarta que los tratamientos combinados podrian interactuar entre si en
una ruta comun para regular blancos especificos. En efecto, existen estudios que han
demostrado que proteinas de la via de sefalizacion del TGF- como la proteina SMAD3
puede interaccionar con el VDR y este complejo activado por sus ligandos, modula
sinérgica 0 antagbnicamente la expresion de genes especificos [54], como lo es
probablemente la expresion de la hCG, lo cual afectaria directamente la sintesis proteica
observada en la secrecion. Si un tipo de regulacion similar ésta involucrada en esta linea
celular, ain no se ha documentado y seria interesante como estudio adicional investigar a

fondo el modo de regulacion observado en este trabajo.

33



Por otra parte, se ha descrito el efecto inhibitorio del calcitriol sobre la proliferacion de las
lineas celulares de cancer de préstata in vitro [48]. Entre los miditiples mecanismos
descritos, se demostro en la linea celular de cancer de prostata PC-3, que la inhibicion
inducida por el calcitriol era debida en parte, al estimular la sintesis del TGF-B. Lo cual
contrasta con el efecto dual que se le ha atribuido a esta citocina en otros tipos de cancer.
No obstante, el efecto inhibidor del TGF-B sobre la proliferacion ha sido sustentado por

otros grupos usando lineas celulares con fenotipo CRPC [29, 56-59].

En cuanto a la hCG, nos es importante mencionar que se ha demostrado su efecto benéfico
en el tratamiento del cancer de mama, usando las lineas celulares MCF-10 y MCF-7
[59,60]. En estas células, la hCG inhibe el crecimiento, reduce la proliferacion, prolonga la
fase G1 del ciclo celular e induce la sintesis de inhibina alfa y beta [61,62]. Ademas, se ha
descrito que la hCG incrementa la tasa de muerte celular al aumentar la radiosensibilidad de
las células de cancer de mama MCF-7 y particularmente de prostata (LNCap y PC-3) en

cultivo [45, 63].

Considerando estos antecedentes, en nuestro trabajo también incluimos el potencial efecto

que tienen estas moléculas (calcitriol, TGF-B1 y hCG) solas o en combinacion sobre la

proliferacion celular de la linea celular DU-145.

En este sentido, los resultados bajo nuestras condiciones experimentales, corroboraron
datos previos del efecto inhibitorio del calcitriol y del TGF-B1 sobre la proliferacion de este
tipo celular, asi como coincide con el efecto mostrado previamente en nuestro laboratorio
sobre el crecimiento celular, el cual fue evaluado por un método de cuantificacion diferente

[48].
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De manera interesante, también observamos que la hCGf inhibid la proliferacion de las
células DU-145. Adicionalmente, se encontrd que en esquema de combinacion entre los 3
compuestos la inhibicion fue mayor, lo cual muestra que el efecto combinado es méas eficaz
para sensibilizar e inhibir el crecimiento celular comparado con el control y con cada uno
de ellos por separado. Lo cual concuerda con el trabajo de Yacoub et al., en 2006, quienes
mostraron mayor muerte celular cuando las células son tratadas con hCG y expuestas a
radioterapia de manera simultanea [46]. Aunque se desconoce si actlan por vias de
sefializaciones mutuas o independientes, estos resultados muestran que el calcitriol, el TGF-
Bl y la hCG mhiben el crecimiento de las células de cancer de prostata DU-145 y que sus

efectos son regulados entre ellos para inhibir adn mas la proliferacion.

En conjunto los resultados del presente estudio nos permiten hacer las siguientes

observaciones:

1) Que la hCG podria ser mas que un marcador tumoral adverso en el cancer de prostata
humano, un inhibidor natural que es requerido como un factor que se induce en respuesta a
varios factores, tal vez, para compensar o contribuir en el efecto antineoplasico junto con

otras moléculas como el TGF-B1. No obstante, su sintesis debe ser regulada por otras

moléculas como el calcitriol.

2) Que en un ambiente tumoral, la regulacion entre estos compuestos podrian mediar el

crecimiento celular y la invasion de este tipo de cancer.
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3) Que la deficiencia de vitamina D en pacientes con cancer de prostata podria ser un
componente involucrado en su progresion y que la suplementacion con vitamina D seria
recomendable para obtener concentraciones Optimas de calcitriol y asi prevenir o aminorar

el progreso de la enfermedad al controlar los efectos tanto del TGF-B1 como de la hCG.
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12 Conclusiones

1. El TGF-B1 aumenta significativamente la expresion génica y proteica de la hCGP en

células DU-145.

2. El calcitriol no tiene efecto sobre la expresion basal de la hCGp.

3. El calcitriol regula la expresién génica y proteica de la hCGp inducida por el TGF-B1.

4. La expresion génica de LHCGR es muy baja y no es regulada por el calcitriol ni por el

TGF-p.

5. El calcitriol, el TGF-B1 y la hCGB inhben significativamente la proliferacion de las

células de céancer de prostata DU-145.

6. En esquema de triple combinacion, se inhibe més la proliferacion celular de las células
de céncer de prdstata DU-145, que solo con la hCG combinada con alguno de los otros

tratamientos.
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13 Perspectivas

Los presentes hallazgos han mostrado que el calcitriol regula la sintesis de la hCGp
estimulada por el TGF-B1 asi como se demostr6 que los tres compuestos inhiben la
proliferacion celular solos o en combinacion. Por lo tanto, seria necesario investigar los

siguientes puntos:

Determinar si en los efectos observados esta implicado el mecanismo de accion de la hCG

via AMPc.

Evaluar el potencial efecto de la hCG sobre la expresion génica y/o proteica de blancos

moleculares implicados en la proliferacion y/o muerte celular.

Estudiar si la hCG afecta otros eventos celulares como la migracién e invasion celular en

esquemas de combinacion.

Investigar si las vias de sefializacion del calcitriol y del TGF-B1 entrecruzan y si son

afectadas por la presencia de la hCG.
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