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Glosario de abreviaciones

AR: Receptor de andrégenos (Androgen Receptor, por sus siglas en inglés)
CaP: Cancer de Préstata
DHT: Dihidrotestosterona

EMT: Transicion epitelio-mesénquima (Epithelial Mesenchymal Transition, por sus siglas en inglés)

ETS: Familia de factores de transcripcion (E26 transformation-specific, por sus siglas en inglés)

FZD: Receptor transmembranal Frizzled

HPB: Hiperplasia Prostéatica Benigna

KLK3: Peptidasa de la familia de las Kalikreinas tipo 3

LEF1: Factor de transcripcion de la via WNT (Lymphoid Enhancer-Binding Factor 1, por sus siglas en inglés)

mAb: Anticuerpo monoclonal

MTT: Bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolio (Reactivo colorimétrico para medir viabilidad celular)
PSA: Antigeno prostatico especifico (Prostate Specific Antigen, por sus siglas en inglés)

SFRP1: Proteina secretada de la via WNT (Secreted Frizzled Related Protein, por sus siglas en inglés)
TMPRSS2-ERG: Fusién de genes (Transmembranal Protein Serin 2-ETS Related Gene, por sus siglas en inglés)

WNT: Via de sefalizacion “Wingless Type”



RESUMEN

El cancer de préstata (CaP) es un problema de salud en México y en el mundo, por
ejemplo, en nuestro pais se reportaron 41.6 casos por cada 100, 000 habitantes en
2018 (Ferlay et al., 2019a). Desafortunadamente no existe un diagnostico efectivo
para detectar la enfermedad a tiempo, las cuantificaciones del antigeno prostatico
carecen de especificidad (Cabarkapa et al., 2016). En CaP, la via de sefializacion
de los andrégenos tiene un papel fundamental, la activacion de la via de
sefalizacion promueve la translocacion del receptor de andrégenos (AR) regulando
la expresion de genes involucrados en el crecimiento celular (Antonarakis, 2018).
Dentro de estos genes, el gen de fusibn TMPRSS2-ERG, se expresa en
aproximadamente el 50 % de los tumores de CaP (Tomlins et al., 2005). La
expresion de TMPRSS2-ERG puede ser regulada por el AR ya que el gen
TMPRSS2 cuenta con elementos de respuesta a androgenos (ARE’s, inglés).
Ademas, se ha reportado que existe una red de sefalizacion en CaP que podria
involucrar al AR, el gen de fusion TMPRSS2-ERG y a la via de sefializacion WNT
(Li et al., 2011). En la via de sefializacion WNT, las proteinas WNT, CERBERUS,
WIF-1 y SFRP’s activan o inhiben la senalizaciéon cuando se unen a los receptores
Frizzled, LRP’s y Ror. Particularmente la proteina SFRP1, ha sido reportada con
expresion a la baja en tejidos y lineas celulares de CaP. En algunos casos, la
restauracion en la expresion de esta proteina ha tenido efectos controversiales en
CaP. Por un lado, se ha observado que disminuye la actividad transcripcional del
AR en lineas celulares de CaP como LNCaP y 22Rv1; mientras que, en otros casos,
SFRP1 modula la comunicacién estroma-epitelio promoviendo el avance del CaP
(Joesting, Perrin, Elenbaas, Fawell, et al., 2005; Y. Kawano et al., 2009). Hasta
donde sabemos, a la fecha, no existen trabajos cientificos que evaluen cual es el
efecto que tiene la proteina SFRP1 en modelos de CaP que con la fusién
TMPRSS2-ERG. Conocer el efecto que tiene SFRP1 sobre este tipo de CaP, podria

ser de utilidad a futuro, para establecer mejores tratamientos farmacologicos.

El desarrollo de terapias farmacoldgicas dirigidas ha sido un gran reto en CaP. Los

farmacos usados actualmente inhiben el efecto de los andrégenos, sin embargo, en
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mas del 80 % de los casos, la enfermedad avanza hacia un estado resistente a la
castracion quimica (Suzman & Antonarakis, 2014). Nuevas estrategias
farmacoldgicas buscan regular o abatir la expresion de TMPRSS2-ERG mediante
la modulacién de la actividad transcripcional del AR (Lehmusvaara et al., 2012). Sin
embargo, este tipo de abordajes no han sido totalmente efectivos y se han
comenzado a investigar terapias dirigidas de nueva generacion (Graff et al., 2015).
Algunas de las herramientas terapéuticas mas innovadoras se basan en en
liposomas, anticuerpos monoclonales, particulas virales, y aptameros (Asatiani &
Gelmann, 2005; Crawford et al., 2019; Kumar & Pacey, 2016). Una caracteristica
muy interesante de los aptameros es que son moléculas altamente maleables y que
pueden ser fusionadas con farmacos (Lakhin et al., 2013). Una de estas fusiones
son las quimeras aptamero-siRNA, las cuales han mostrado ser capaces de abatir
la expresion de genes asociados a cancer. La mayoria de los aptdmeros estudiados
actualmente en CaP se unen a la proteina de membrana PSMA, sin embargo, una
desventaja importante con este tipo de aptameros, es que aproximadamente el 50%
de los tumores de CaP no expresan PSMA. (Yin et al., 2011). Tomando en cuenta
esto, hipotetizamos que seria de gran utilidad la seleccion y el disefio de un
aptamero con la capacidad de reconocer este tipo de células. En linea con esto, y
como una segunda etapa de este proyecto de tesis, se comenzaron a realizar
ensayos piloto para la seleccion de un aptamero con estas caracteristicas. El
desarrollo de una herramienta molecular de este tipo, junto con los hallazgos
obtenidos previamente sobre el papel de proteinas como SFRP1 en CaP, podrias
tener utilidad clinica en la terapia de los tumores positivos al gen de fusion
TMPRSS2-ERG.

ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is a health problem in Mexico and in the world, for example,
in our country 41.6 cases were reported per 100,000 persons in 2018 (Ferlay et al.,
2019a). There is no effective diagnosis to detect the disease on early time, the

prostate antigen quantifications lack specificity (Cabarkapa et al., 2016). In PCa, the



signaling of androgens plays a fundamental role, the activation of this signaling
promotes the androgen receptor’s translocation (AR) to the cell nucleus promoting
the expression of genes involved in cell growth (Antonarakis, 2018). As part of these
genes, the TMPRSS2-ERG fusion is known expressed at roughly 50% of PCa
tumors (Tomlins et al., 2005). The expression of TMPRSS2-ERG can be regulated
by the AR since the TMPRSS2 gene has androgen response elements (ARE'S). In
addition, it has been reported a signaling network in PCa involving AR, TMPRSS2-
ERG and the WNT signaling (Li et al., 2011). In the WNT signaling pathway, the
WNT, CERBERUS, WIF-1 and SFRP's proteins activate or inhibit signaling when
interacting to Frizzled, LRP's and Ror receptors. Particularly tSFRP1 protein has
been reported with low expression in PCa tissues and cell lines. In some cases, the
restoration in the expression of SFRP1 has had controversial effects. On the one
hand, it has been observed that transcriptional activity of AR decreases in PCa cells
such as LNCaP and 22Rv1; while on the other hand, SFRP1 modulates the stroma-
epithelium communication promoting the progression of PCa (Joesting, Perrin,
Elenbaas, Fawell, et al., 2005; Y. Kawano et al., 2009). So far, our knowledge, we
know there are no scientific studies that evaluate the effect of the SFRP1 protein in
PCa models with TMPRSS2-ERG fusion. To know what the effect of SFRP1 is on

this type of PCa could be useful to establish better pharmacological treatments.

The development of targeted therapies has been a great challenge in CaP. Drugs
currently used inhibit the effect of androgens, however, in more than 80% of cases,
the disease progresses towards a state resistant to chemical castration (Suzman &
Antonarakis, 2014). New pharmacological strategies are searching to regulate the
expression of TMPRSS2-ERG by modulating the AR’s transcriptional activity
(Lehmusvaara et al., 2012). This kind of approach has not been totally effective and
new generation targeted therapies have been investigated (Graff et al., 2015). Some
of the most innovative therapeutic tools are based on liposomes, monoclonal
antibodies, viral particles, and aptamers (Asatiani & Gelmann, 2005; Crawford et al.,
2019; Kumar & Pacey, 2016). One interesting characteristic of aptamers is that

aptamers are highly malleable, and they can be fused with drugs (Lakhin et al.,



2013). This kind of fusions called aptamer-siRNA chimeras, have been shown to be
capable of reducing the expression of genes associated with cancer. Most of the
aptamers currently studied in PCa bind to the PSMA protein, however, one of the
major disadvantages with this type of aptamers is that PCa tumors with TMPRSS2-
ERG do not express PSMA. (Yin et al.,, 2011). Taking this into account, we
hypothesized that the selection and design of an aptamer with the ability to recognize
this type of cells would be very useful in Pa treatment. In line with this, and as a
second stage of this thesis project, pilot tests were carried out to select an aptamer
with these characteristics. The development of such molecular tool, together with the
findings previously obtained about role the of SFRP1 in PCa, could have clinical

utility as the therapy for tumors positive to TMPRSS2-ERG fusion.
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Introduccion

El cancer de prostata (CaP) es un problema de salud en México y en el mundo, en
nuestro pais se reportaron 41.6 casos por cada 100, 000 habitantes en 2018 (Ferlay
et al., 2019a). El factor de riesgo mas importante relacionado con el desarrollo de
CaP es la edad, se ha observado que la incidencia de la enfermedad aumenta en
grupos poblacionales con una edad mayor a los 60 afos (Leitzmann & Rohrmann,
2012). Un problema importante en CaP, es que no existen pruebas de diagnostico
efectivas que permitan detectar a tiempo la enfermedad, el examen clinico mas
utilizado es la cuantificacion del antigeno prostatico en sangre; sin embargo, esta
prueba carece de especificidad (Cabarkapa et al., 2016). Ademas, aun no se
conocen por completo, cudles son los factores moleculares que influyen en el

desarrollo del CaP.

La via de sefalizacion de los andrégenos ha sido la mas estudiada en CaP. Los
andrégenos tienen un papel fundamental tanto en la homeostasis como en la
enfermedad de la prostata. Dentro de la sefializacion de los andrégenos, la
testosterona es metabolizada por las células prostéticas y convertida a su metabolito
mas activo: la di-hidrotestosterona (DHT). La DHT se une con alta afinidad al
receptor de andrégenos (AR) y promueve su translocacion al ndcleo celular,
regulando asi la expresion de genes involucrados con el crecimiento celular
(Antonarakis, 2018). En CaP, el receptor de andrégenos (AR, en inglés) puede
promover la expresién de oncogenes e incluso genes de fusion (Yu et al., 2010). El
gen de fusion mas estudiado es el gen TMPRSS2-ERG, interesantemente esta
fusion se expresa en aproximadamente el 50 % de los tumores de CaP (Tomlins
et al., 2005). El AR puede regular la expresion del gen de fusion TMPRSS2-ERG ya
gue la secuencia TMPRSS2 cuenta con elementos de respuesta a androgenos
(ARE’s, androgene response elements en inglés). Se ha reportado que existe una
importante red de sefializacion en CaP que involucra al AR, TMPRSS2-ERG y a la
via de sefalizacion WNT (Li et al., 2011).
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Dentro de la via de sefializacion WNT, (la cual se ha reportado desregulada en
muchos tipos de cancer incluyendo CaP), son importantes las proteinas que se
encuentran en el espacio extracelular. Por ejemplo, las proteinas WNT,
CERBERUS, WIF-1 y SFRP’s activan o inhiben a los receptores de membrana:
Frizzled, LRP’s y Ror. Ademas, la sefalizacion rio debajo de estos receptores,
estimula a proteinas sensibles de fosforilacion en el citoplasma como APC,
Dishvelle, Axina, GSK3-§ y a efectores nucleares como TCF y LEF-1 (Komiya &
Habas, 2008). Las proteinas SFRP son importantes reguladores de la sefializacion
WNT en distintos tipos de cancer. Particularmente la proteina SFRP1, se encuentra
expresada a la baja en la mayor parte de los tejidos y lineas celulares de cancer por
lo que se ha hipotetizado que podria ser una posible proteina supresora de tumor
(Cooper et al., 2012; Klopocki et al., 2004; Taguchi et al., 2016). Sin embargo, la
restauracion de la expresion de esta proteina ha mostrado efectos controversiales
en CaP. Por un lado, se ha observado que en lineas celulares de CaP como las
células LNCaP y 22Rv1, SFRP1 disminuye la actividad transcripcional del AR;
mientras que en otros casos, SFRP1 ha modulado la comunicacion estroma-epitelio
promoviendo la progresion del CaP (Joesting, Perrin, Elenbaas, Fawell, et al., 2005;
Y. Kawano et al., 2009). Hasta donde sabemos, no existen reportes cientificos que
aborden cual es el efecto que podria tener la proteina SFRP1 en un modelo de CaP
gue exprese la fusion TMPRSS2-ERG. Tomando en cuenta que los reportes previos
han mostrado que la proteina SFRP1 puede regular la actividad transcripcional del
AR,y que la fusion TMPRSS2-ERG puede ser regulada por el AR se decidié evaluar
el efecto de SFRP1 en un modelo de CaP positivo a TMPRSS2-ERG in vitro e in
vivo. Conocer el efecto que tiene SFRP1 sobre este tipo de células de CaP podria

ser de utilidad a futuro para establecer mejores tratamientos farmacoldgicos.

En general en todos los tipos de cancer, el desarrollo de terapias farmacolédgicas
dirigidas ha representado un gran reto. La mayoria de los farmacos pueden tener
un blanco molecular especifico pero dicho blanco también llega a encontrarse en
células sanas. En el caso del CaP, los farmacos usados se unen con especificidad

al AR; sin embargo después del tratamiento de bloqueo de androgenos, en mas del
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80 % de los casos la enfermedad avanza hacia un estado independiente de
androgenos (Suzman & Antonarakis, 2014). Por esta razén se han buscado nuevos
blancos terapéuticos como el caso del gen de fusion TMPRSS2-ERG (Font-Tello
et al.,, 2015). Esto se debe a que TMPRSS2-ERG parece estar asociado con
eventos de migracion celular y de transicion epitelio-mesénquima (EMT) (Leshem
et al.,, 2011; Tomlins et al., 2005) lo que contribuye a la metastasis. Las nuevas
estrategias moleculares que buscan regular o abatir la expresion de TMPRSS2-
ERG se han enfocado principalmente en disminuir la expresion del gen de fusion a
través de la modulacion de la actividad transcripcional del AR (Lehmusvaara et al.,
2012). La ventaja de este tipo de estrategia es que se podrian usar algunos de los
farmacos convencionales que ya se usan actualmente en el tratamiento del CaP.
Sin embargo, este tipo de abordajes no han sido totalmente efectivos para curar la
enfermedad y se ha optado por buscar terapias de nueva generacion (Graff et al.,
2015).

Para mejorar el tratamiento farmacologico del CaP, otras terapias moleculares han
sido investigadas, las cuales buscan abatir la expresion de genes de manera célula-
especifico. Esto se ha logrado mediante el uso de RNA’s de silenciamiento mejor
conocidos como siRNAs (short interferent RNA en inglés), realizando transfecciones
estables con plasmidos o infeccién con agentes virales no patégenos (Dassie et al.,
2014). Estas técnicas aun no pueden implementarse con éxito en ensayos clinicos
debido a que carecen de una especificidad celular completa. Se ha observado que
al usar este tipo de terapias se puede despertar una respuesta inmune exacerbada

letal para los pacientes (Xu & Wang, 2015).

Las herramientas terapéuticas mas innovadoras hasta ahora se basan en vectores
basados en liposomas, anticuerpos monoclonales, particulas virales y hace pocos
anos se comenzo a evaluar también el uso de aptameros (Asatiani & Gelmann,
2005; Crawford et al., 2019; Kumar & Pacey, 2016). Un aptdmero es una molécula
de naturaleza nucleica que reconoce especificamente a un blanco molecular (J. Liu

et al., 2011). Los aptdmeros suelen tener una longitud relativamente corta que va
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de los 20 a los 100 nucledtidos aproximadamente. Su naturaleza de &cidos
nucleicos y su alta diversidad dentro de una libreria de aptameros, les permite
formar una gran variedad de estructuras tridimensionales que pueden reconocer
casi cualquier blanco molecular (Ku et al., 2015). Los aptameros son seleccionados
y disefiados para ser altamente especificos por su blanco molecular in vitro e in vivo.
Se ha reportado que tienen alta biodisponibilidad cuando son administrados por via
sistémica con una presencia de hasta mas de 48 horas dentro del organismo
(Farokhzad et al., 2004). Una caracteristica muy interesante de estas moléculas es
que son altamente maleables y que pueden ser fusionadas con farmacos u otras
moléculas como los siRNA’s (Lakhin et al., 2013). Un tipo disefio que usa tanto
aptameros como siRNA’s son las quimeras aptamero-siRNA, las cuales pueden
abatir la expresion de genes asociados a cancer. En CaP existen numerosos
trabajos que utilizan estos modelos de quimeras aptdmero-siRNA, principalmente
destacan aquellos dirigidos contra la proteina de membrana PSMA (X. Wu et al.,
2011).

Los aptameros disefiados para reconocer a la proteina de membrana PSMA, han
sido altamente especificos de las células de CaP tanto en modelos in vitro como en
modelos in vivo. Sin embargo, una importante desventaja con este tipo de
aptameros, es que existen células de CaP que no expresan a la proteina PSMA.
Aproximadamente el 50% de los tumores de CaP no expresan PSMA, esto se debe
a que ERG, producto de la fusibn TMPRSS2-ERG, abate la expresion de PSMA
(Yin et al., 2011). Tomando en cuenta esto, hipotetizamos que seria de gran utilidad
la seleccién y disefio de un aptdmero que pudiera reconocer este tipo de células.
En ese sentido, como una segunda etapa de este proyecto de tesis, se comenzaron
a realizar ensayos piloto para la seleccibn de un aptdmero que reconociera
especificamente a células de CaP que expresan el gen de fusion TMPRSS2-ERG.
El desarrollo de una herramienta molecular de este tipo podria a futuro, tener utilidad
clinica en la terapia de los tumores de CaP positivos al gen de fusion TMPRSS2-
ERG.
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MARCO TEORICO

1. La préstata

La prostata es una glandula con funcion exocrina en el sistema reproductor
masculino. Se encuentra ubicada debajo de la vejiga y delante del recto (Figura 1)
(Martini et al., 2015). Se divide en tres zonas principales: 1) zona de transicion, 2)

zona central y 3) zona periférica (Shier et al., 2009) (Figura 2).

Vejiga Vesicula seminal
Conductos Reclto
PROSTATA
Uretra . i
Epididimo
Pene Testiculo

Escroto

Figura 1. Sistema reproductor masculino. Imagen modificada de Martini et al., 2012. Se muestran los diferentes
organos del sistema reproductor masculino, incluyendo la prdstata y su ubicacion.

La prostata comienza a desarrollarse en la tercera semana de gestacion a partir del
seno urogenital; durante la embriogénesis la prostata requiere del metabolito activo
de la testosterona embrionaria, la dihidrotestosterona (DHT) para su desarrollo.
Después la glandula prostética continuard creciendo hasta alcanzar un peso
aproximado de 20 g aproximadamente en adultos con una edad de 25 a 30 afios
(Hammerich et al., 2009).

1.1 Fisiologia de la prostata

En la prostata coexisten diferentes tipos celulares, los cuales se dividen
principalmente en dos grupos: 1) epiteliales y 2) estromales. Dentro de las células

epiteliales existen tres divisiones: 1) células epiteliales secretoras, 2) células
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basales, y 3) células tipo “stem cells” (conocidas también como células madre). La
organizacion celular prostéatica esta regulada por una matriz conectiva que organiza
a las células y a los residuos celulares. Esta matriz juega un papel importante en la

comunicacioén celular y en el desarrollo de la glandula masculina (Frick & Aulitzky,

1991; Schalken & van Leenders, 2003).
Vejiga
Zona
central
L_/ Uretra

Figura 2. Zonas de la prostata. Imagen modificada de Hammerich et al., (2009). Se muestran las zonas en las

Zona de
transicion

Zona
periférica

gue se divide la préstata. Es en la zona periférica donde se desarrollan con mayor frecuencia los tumores de
CaP.

La prostata secreta diversos compuestos como el zinc, acido citrico,
prostaglandinas, colesterol, fosfatasa acida y la proteina conocida como “antigeno
prostatico especifico” (PSA, por sus siglas en inglés) (Huggins & Sommer, 1953). El
PSA tiene un papel importante en el mantenimiento de las funciones normales de la
prostata; ademas, el PSA es el biomarcador mas utilizado para el diagndstico de la
salud prostética (Loeb & Catalona, 2007; Stephan et al., 2014).

1.2 Enfermedades de la prostata

La prostata puede padecer diferentes enfermedades que van desde una simple
inflamacion hasta el desarrollo de cancer. Por ejemplo, una enfermedad comun en
hombres mayores a os 60 afios es la hiperplasia prostatica benigna (HPB), se

caracteriza por un crecimiento e inflamacion de la glandula prostatica. La mayoria
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de los pacientes con HPB acuden a revisién después de presentar los sintomas
conocidos como LUTS (Sintomas urinarios del tracto inferior, en espafiol). Estos
sintomas se encuentran relacionados con el tracto urinario; sin embargo, estos
sintomas no siempre son consecuencia de problemas enfermedades como HPB o
CaP (Roehrborn et al., 2007). Algunos de los sintomas LUTS son el retraso en el
inicio de la miccion, mal flujo urinario, sensacion de vaciamiento incompleto de la

vejiga, goteo post-miccidn y miccion prolongada (Thorpe & Neal, 2003).

1.2.1 Enfermedades infecciosas (prostatitis)

La prostatitis es una combinacién de enfermedades infecciosas de la proéstata:
prostatitis bacteriana aguda y cronica, o prostatitis asintomética (Nickel, 2011).
Existe una clasificacién hecha por los Institutos Nacionales de Salud de los Estados

Unidos que divide a esta enfermedad en cuatro categorias:

Categoria I: prostatitis bacteriana aguda (PAB), asociada con sintomas graves de

prostatitis, infeccion sistémica e infeccion urinaria bacteriana aguda.

Categoria Il: prostatitis bacteriana crénica (CBP), causada por una infeccién
bacteriana crénica de la préstata con o sin sintomas de prostatitis. Generalmente el
paciente manifiesta infecciones urinarias recurrentes causadas por la misma cepa

bacteriana.

Categoria Ill: Prostatitis cronica con sindrome de dolor pélvico croénico,

caracterizada principalmente por dolor pélvico crénico.

Categoria IV: Prostatitis inflamatoria asintomatica, caracterizada por inflamaciéon de

la prostata en ausencia de sintomas del tracto genitourinario.
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1.2.2 Hiperplasia prostatica benigna (HPB)

La HBP es una enfermedad que se caracteriza principalmente por inflamacion y
agrandamiento de la prostata. El riesgo de padecer HPB aumenta notablemente con
la edad avanzada. Por ejemplo, los estudios en autopsias muestran que existe una
prevalencia histolégica del 8%, del 50% y del 80% en la cuarta, en la sextay en la
novena década de la vida respectivamente. En Europa, EE. UU. y Asia, también se
ha demostrado que la edad avanzada es un factor de riesgo importante para el inicio
y la progresién de la HPB (Lim, 2017). Para diagnosticar la HPB se puede realizar
una palpacion de la zona genital para buscar anormalidades fisicas como
organomegalia, asimetria, sensibilidad al tacto o presencia de alguna masa de tejido
extrafia. Sin embargo, es posible que se requieran examenes clinicos adicionales
para el correcto diagnéstico de este padecimiento. Estos exdmenes adicionales
incluyen analisis de sangre y orina, evaluacion uro-dinamica y, estudios de imagen

como un ultrasonido y/o rayos X (Stamey et al., 1987; Tanguay et al., 2009).

El tratamiento de los malestares provocados por la HPB consiste principalmente en
disminuir el dolor y la inflamacién, asi como corregir problemas relacionados con la
miccién. En algunas ocasiones, la retencién urinaria tiene que tratarse con la
introduccibn de un catéter uretral; sin embargo, este procedimiento es
evidentemente invasivo y molesto para el paciente. Cuando los sintomas
provocados por la HPB no disminuyen, la calidad de vida del paciente empeora, por
lo que podria ser factible recurrir a un procedimiento quirtrgico donde se retire la
prostata (Lin etal., 2018). La Figura 3 presenta algunas de las diferencias que
existen entre una prostata normal y una préstata con HPB. Ademas de la HPB, otra
enfermedad que afecta a la prostata es el cancer. Mas adelante se describiran con
detalle las caracteristicas del cancer de préstata (CaP); pero, antes, se abordara de

manera breve cudl es la etiologia y los tipos de cancer mas frecuentes.
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Agrandamiento

Préstata normal de prostata/HPB

Vejiga Jaliin

Uretra

Figura 3. Préstata normal (izquierda) y préstata con HPB (derecha). Imagen tomada de la pagina de los
Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (NIH). En la imagen de la derecha se puede observar cémo
se obstruye el conducto uretral en una préstata con HPB.

2. Cancer

Definir al cancer como enfermedad es una tarea compleja hoy en dia en incluso tres
siglos en el pasado, Nathan Bailey recoge el termino en el Diccionario Etimolégico
Universal de Inglés pasando por la identificacion del término cancer desde su
identificacion, su pronéstico, origenes y estadio (Skuse, 2015). Segun los Institutos
Nacionales de Salud de los Estados Unidos, “cancer” es un término que se usa para
las enfermedades en las que las células anormales se dividen sin control y pueden
invadir los tejidos cercanos o distantes a través de los sistemas sanguineo y linfatico
(What Is Cancer?, 2007). Las investigaciones realizadas hasta ahora definen al
cancer como un conjunto de enfermedades que desencadenan una falla celular
generalizada en el control del crecimiento, la muerte celular y la reparacion del DNA
(Wodarz, 2009). El cancer puede comenzar en cualquier lugar del cuerpo, cuando
las células crecen fuera de control y desplazan a las células normales lo que dificulta

gue el organismo funcione correctamente (What Is Cancer?, 2007).
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2.1 Etiologia del cancer

El cancer puede originarse por diversas causas que aun se siguen investigando; sin
embargo, la edad, las alteraciones gendmicas y los factores ambientales parecen
ser los factores mas importantes. Desde el enfoque gendémico, se han observado y
estudiado las mutaciones somaticas, la inestabilidad cromosomica y los cambios
epigenéticos. Sin embargo, debido a que el cancer se considera como una
enfermedad multifactorial, se han realizado clasificaciones etiolégicas mas amplias
gue consideran el sistema inmune y el metabolismo celular (Hanahan & Weinberg,
2011). En la Figura 4 se presenta un esquema con la clasificacion etioldgica del
cancer propuesta por Hanahan y Weinberg, este estudio es conocido en espafiol

como “Caracteristicas del cancer”.

La caracteristica del cancer tal vez mas estudiada son los mecanismos involucrados
en el aumento de la proliferacion celular. Esto se debe a que las células
cancerigenas aumentan considerablemente su capacidad proliferativa en
comparacién con células de tejido sano; aunque esto es debatido ya que tejidos
como el intestino también tienen alta capacidad proliferativa. Las células cancerosas
proliferan produciendo o asimilando factores de crecimiento secretados por ellas
mismas o por células vecinas, y promoviendo asi, mecanismos moleculares de
proliferacion o resistencia a la muerte celular (Cheng et al., 2008). Molecularmente,
la muerte celular puede dividirse en varias ramas que incluyen apoptosis intrinseca,
apoptosis extrinseca, necrosis impulsada por la transicion de permeabilidad
mitocondrial (MPT), necroptosis, ferroptosis, piroptosis, parthanatos, muerte celular
entdtica, muerte celular NET6tica, muerte celular dependiente de lisosomas,
dependiente de la autofagia muerte celular, muerte celular inmunogénica,
senescencia celular y catastrofe mitotica (Galluzzi et al., 2018). La apoptosis
probablemente sea el mecanismo de muerte celular mas estudiado en cancer, una
biasqueda en PUBMED de las palabras: apoptosis + cancer, arroja 15,186
resultados en el periodo de 2019-2020 (Agosto, 2020). La pérdida del control
apoptético permite que las células cancerosas sobrevivan mas tiempo y da mas

tiempo para la acumulacion de mutaciones que pueden aumentar la invasividad
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durante la progresion del tumor, estimular la angiogénesis, desregular la
proliferacion celular e interferir con la diferenciacion (Pfeffer & Singh, 2018). La
apoptosis es un proceso molecular que puede iniciar con la estimulacién de
receptores tipo Fas en la membrana celular, y con la activacion de proteasas
intracelulares conocidas como caspasas. En condiciones normales, la homeostasis
entre las sefiales de los reguladores y los efectores de la apoptosis, es controlada
por proteinas de la familia Bcl-2. En muchos tipos de cancer, estas proteinas se
encuentran desreguladas, esto interrumpe el proceso apoptético y promueve la
proliferacion descontrolada (Adams & Cory, 2007).

Mantenimiento de las
senales de proliferacion

Resistencia a la muerte Bloqueo de las sefiales
celular supresoras

Induccion de Activacion de invasion y
angiogenesis S EN RN

Establecimiento de
inmortalidad replicativa

Figura 4. Caracteristicas del cancer (Hallmarks of cancer, en inglés). Imagen modificada de Hanahan y
Weinberg, 2011. Se muestran las 6 caracteristicas principales del cancer involucradas en el desarrollo y la
progresion tumoral.

Los tumores se vuelven mas agresivos cuando crecen descontroladamente; sin
embargo, necesitan de muchos nutrientes para llevar esto a cabo. La angiogénesis
o formacidon de nuevos vasos sanguineos que alimenten al tumor es una forma que
tiene el tumor de conseguir mas nutrientes. De esta forma, las células dentro de los
tumores tienen acceso a nutrientes, oxigeno; asi como a una via de entrada y salida
que les permite absorber y evacuar desechos metabdlicos de manera eficiente. Las
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células cancerosas promueven la generacién de nuevos vasos sanguineos que
conectan con el tumor, el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A, por
sus siglas en inglés) es uno de los factores que permite esto. La expresion de VEGF-
A también puede ser inducida cuando se presenta hipoxia celular, la cual ocurre en
el interior de los tumores ya que se ha mostrado que VEGF es un objetivo
transcripcional directo de HIF-1a y HIF-2q, factores transcripcionales inducidos por
hipoxia (Ferrara, 2010; Krock et al., 2011).

Dos caracteristicas del cancer que se encuentran intimamente relacionadas son la
invasion y la metastasis celular. Estas caracteristicas del cancer son fenbmenos
ampliamente estudiados, y se sabe que participan proteinas estructurales
intracelulares como las cadherinas y proteinas de la matriz extracelular las
metaloproteasas. Las proteinas de la familia de las E-cadherinas estan asociadas
con procesos invasivos y metastasicos, y con la transicion epitelio-mesénquima
(EMT) (Berx & van Roy, 2009). Las células epiteliales cancerosas adquieren
capacidades migratorias e invasivas cuando entran al proceso EMT. En EMT
intervienen los factores de transcripcion Snail, Slug, Twist y Zeb 1/2 que ayudan a
las células cancerosas a perder adherencia y promueven sus capacidades de

movimiento e invasiéon (Micalizzi et al., 2010).

Otras caracteristicas del cancer que también son sumamente importantes son la
desregulacion energética celular, la evasion al sistema inmunoldgico, la
inestabilidad cromosomica, la presencia de mutaciones en el genoma, y el aumento
de los procesos inflamatorios (DeBerardinis & Chandel, 2016; Rakoff-Nahoum,
2006; Vargas-Ronddn et al., 2017). La mayoria de las investigaciones sobre las
caracteristicas del cancer han mostrado que exactamente las mismas moléculas
tienen mecanismos y efectos diferentes dependiendo del tipo de tejido cancer y

dependiendo del tipo de cancer.
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2.2 Tipos de cancer

Los diez tipos de cancer con mayor incidencia en el mundo segun los reportes del
GLOBOCAN en el 2018 se resumen en el grafico de la Figura 5 (Ferlay et al.,
2019b). Los valores de incidencia de cada tipo de cancer pueden variar mucho entre
paises, esto se debe a que intervienen otros factores de riesgo de tipo étnico y
factores de riesgo relacionados con las condiciones socioecondmicas de cada

poblacion.

Cancer de mama Cancer colorrectal
2088849 1849518

Cancer de prostata
1276106

Cancer de pulmén
2093876 Cancer de estomago

1033701

Céncer de higado
41080
Cancer de Cancer de eséfago
tiroides 572034
5567233

Cancer de vejiga
549393

Cancer
cervico
uterino
569847

Figura 5. Incidencia global del cancer. Los datos fueron tomados de la plataforma CANCER TODAY (Ferlay et
al., 2019b, acceso: 18/Junio/2020).

3. Cancer de Prostata (CaP)

El CaP ocupa el cuarto lugar de incidencia en el mundo por debajo del cancer
colorrectal, cancer de mama y cancer de pulmén(Ferlay et al., 2019b). En el caso

de México, el CaP ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad a nivel general.
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3.1 Estadisticas

Las estadisticas del CaP reportadas en 2018 para la poblacion mexicana son de
41.6 casos por cada 100, 000 habitantes (CANCER TODAY, 2020). La tasa de
mortalidad en México es muy similar a la mortalidad en USA (11.3 vs. 9.8 muertes
por cada 100 mil hombres), sin embargo, en México el CaP es la primera causa de
muerte asociada a cancer mientras que en USA ocupa el cuarto lugar (INSP,
México; https://www.insp.mx/avisos/4189-cancer-prostata-mx.html acceso: agosto,
2020).

3.2 Curso natural de la enfermedad

En el diagnostico del CaP, los parametros clinicos que se miden son las
concentraciones de PSA en sangre, el tamafio del tumor, la escala Gleason y la
presencia de metastasis regional o distante. La relacién entre dichos parametros y
el pronéstico de vida para el paciente pueden modificarse dependiendo del
tratamiento que se indique (Holmberg & Van Hemelrijck, 2014). Aunque la
cuantificacion de las concentraciones de PSA es la prueba clinica mas utilizada para
definir el estado de salud de la préstata, esta prueba carece de especificidad cuando
se trata de diagnosticar el CaP. En la Figura 6 se muestra un grafico representativo
gue muestra los dos estados clinicos mas importantes en la progresion del CaP, el
grafico se basa en las concentraciones de PSA en el eje de las “Y” y el tiempo en
“X.
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Figura 6. Curso natural de la enfermedad representada como el cambio en las concentraciones de PSA en el
tiempo. En el grafico se muestra la progresion del CaP en meses (eje “X”), respecto a las concentraciones de
PSA en sangre (eje “Y”). BAM= Bloqueo androgénico maximo, Cx= cirugia, CPRC= CaP resistente a la
castracion.

3.3 Diagnostico del CaP

Cuando un paciente acude al médico porque presenta molestias fisicas del tracto
urinario como los sintomas LUTS, el médico considera realizar los siguientes
examenes: medir las concentraciones de PSA en sangre y en caso de que el PSA
sea elevado (mayor a 4 ng/ml), podria realizar un tacto digital rectal y/u ordenar una
biopsia. En este tipo de pruebas de diagndstico se pueden llegar a incluir un
estimado del tamafio de la préstata, estudios de imagenologia; asi como la
consideracion de factores de riesgo como la edad avanzada y los antecedentes

familiares de CaP (Figura 7).

Cuando los niveles de PSA en sangre son elevados: >4 ng/ml (zona gris o0 zona de
sospecha de CaP); y, ademas se encuentran anormalidades fisicas en la prostata
cuando se realiza el tacto digital rectal, el médico puede sugerir realizar una biopsia.
La biopsia servira para determinar la histologia celular y corroborar si se trata de un
tumor cancerigeno (Shariat & Roehrborn, 2008). En una biopsia de un tumor de CaP

se puede determinar el grado de avance de la enfermedad mediante el uso de la
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escala “Gleason”. La escala Gleason se basa en asignar valores numéricos a la
arquitectura histolégica de las células prostaticas observadas en una biopsia. Se
reconocen dos patrones de diferenciacion celular a los cuales se les asignan valores
numéricos que van del 1 a 5; al sumar el primero y el segundo valor,
correspondientes a los dos patrones celulares mas prevalentes en la biopsia, se
obtendra el valor final de Gleason (Helpap & Egevad, 2009; Munjal & Leslie, 2020).
Esta escala fue desarrollada en 1966 por Gleason, basandose en la tincién de cortes
histoldgicos provenientes de tumores de CaP; los colorantes usados fueron eosina
y hematoxilina para facilitar la observacion de los tejidos usando un microscopio
(Gleason, 1981). La Figura 8 muestra los 5 patrones celulares utilizados como
referencia en la determinacién de las dos poblaciones celulares predominantes en

una biopsia de CaP.

Ecografia trasrectal

Sonda de
ecografia

Figura 7. Examen digital rectal y ultrasonido transrectal. Imagen tomada de Winslow, 2005. A la izquierda se
muestra una ilustracién de un examen digital rectal de la glandula prostéatica. A la derecha, una ilustracién de

un ultrasonido transrectal.

3.3.1 PSAYy otros biomarcadores

El PSA es una proteina secretada por las células de la préstata y codificada por el
gen KLK3 que pertenece a la familia de las proteinas llamadas kalikreinas. Este gen
se localiza en la region cromosomica 19q13.4. La funcion principal del PSA esta
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relacionada con la licuefaccién del liquido seminal, evitando asi su coagulacion y
mejorando la movilidad de los espermatozoides a través del semen. El PSA es el
bio-marcador mas utilizado para el diagnostico del CaP. En 1987 la FDA (Federal
Drug Administration) aprob6 que la cuantificacion de las concentraciones de PSA
en sangre era una prueba confiable y adyuvante al tacto digital rectal (TDR) para el
diagnéstico del CaP (Stamey et al., 1987). Sin embargo, en la actualidad se sabe
que la cuantificacion de las concentraciones de PSA carece de especificidad en
CaP. Por ejemplo algunos procesos como inflamacion, infeccion, HPB e incluso
traumatismos leves ocasionados por un golpe (Prensner et al., 2012) pueden alterar
las concentraciones de PSA. Se ha investigado como se podria mejorar la
especificidad de la prueba de PSA, se han propuesto: normalizar las
concentraciones de PSA respecto al tamafio de la prostata (densidad de PSA),
cuantificar las fracciones libres y acomplejadas del PSA, monitorear los cambios del

PSA en suero (velocidad y tiempo de duplicacién), y medir las isoformas del PSA.
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Figura 8. Patrones celulares
utilizados como referencia en la
determinacion de la escala
Gleason.

Todas estas estrategias de diagndstico siguen
considerando al PSA como el biomarcador de oro
para el diagndstico del CaP; sin embargo, no han
arrojado resultados totalmente satisfactorios. En
muchos de los casos existe confusion sobre cuél es
la mejor estrategia para un buen diagnoéstico de la
enfermedad. Por esta razon se han buscado
nuevos biomarcadores que ofrezcan una mayor
especificidad, y por lo tanto, contribuyan a un mejor
diagnodstico y prondstico del CaP (Prenser et al.,
2012). En la Tabla 1 se describen algunos de los
biomarcadores alternativos al PSA, que se estan
investigando y otros que ya se estan usando para

el diagnéstico del CaP.

Muchas de las investigaciones enfocadas a mejorar el diagnéstico del CaP se han

centrado en encontrar un solo biomarcador; sin embargo, dicha estrategia podria

ser incompleta. Por ejemplo, existen trabajos donde se ha reportado que la pérdida

del supresor de tumor PTEN y la ganancia en la expresion de la proteina ERG,

tienen una relacion util para el pronéstico del paciente con CaP (Carver et al., 2011).

En la Figura 9 se muestra un esquema con las pruebas de diagnéstico de CaP

utilizadas con mayor frecuencia (Prenser et al., 2012).
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Tabla 1. Biomarcadores utilizados actualmente y biomarcadores candidatos para el

diagnéstico del CaP

BIOMARCADOR CARACTERISTICAS REFERENCIA
PCA3 e RNA largo no codificante. (Bussemakers et al., 1999).
(Prostate Cancer e Sobre-expresado en mas del
Associated 3, en inglés). 90 % de los tejidos de CaP

comparado con HPB.

. Presente en muestras de

orina.
TMPRSS2-ERG e Fusion de genes presente en | (Hessels & Schalken, 2013,
(Transmembrane aproximadamente el 50% de | Prensner et al., 2012).
protease, serine 2-ETS los casos de CaP.

related gene fusion, en [ e«  Posible cuantificacion en orina

inglés). (MRNA).

e La asociacion con PCA3
mejora la sensibilidad de la

prueba.
AMACR e Alta sensibilidad en mas del | (Rubin et al., 2002).
(Alpha-Methylacyl-CoA 90 % de las biopsias de CaP.
Racemase, en inglés). e Asociado a metastasis Yy

recurrencia.
e No es especifico de CaP y es

una prueba invasiva.

Células tumorales e Son considerados una fuente | (Danila et al., 2007; Nilsson et al.,
circulantes (CTC’s) y de  deteccion  de los | 2009).
exosomas biomarcadores antes

mencionados.

3.4 Manejo clinico de la enfermedad

Usando las técnicas de diagndstico descritas anteriormente se puede realizar una
clasificacion sobre el estado del tumor de CaP. La clasificacion puede ir desde un
estado | a un estado IV, estos numeros romanos en forma ascendente son un
indicador del grado de severidad del tumor (Figura 10). Las células cancerosas

comienzan a crecer en la prostata para después expandirse hacia nédulos linfaticos
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y 6rganos adyacentes al tumor. Dependiendo del estado del tumor de CaP, se

indicara un tipo de terapia que podria ser mas conveniente para el paciente.
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Figura 9. Técnicas de diagndstico del CaP. Imagen modificada de Prensner et al., (2012). La figura A muestra
los métodos de diagnostico convencionales del CaP. La figura B muestra nuevos métodos que involucran el
transcriptoma y el proteoma de las células de CaP. La figura C muestra métodos de diagnédstico en estudio que

involucran células tumorales circulantes.
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Figura 10. Estados de severidad de un tumor de CaP (I-IV). Imagen tomada de Winslow et al., (2010). Se
muestran los diferentes estados por los que puede pasar un tumor de CaP. Los niUmeros romanos en forma

ascendente son un indicador del grado de severidad del tumor.

3.4.1 Cirugia

Cuando el tumor de CaP se encuentra localizado y el paciente presenta buena
salud, el paciente podria ser candidato a una cirugia de reseccion prostatica. Se
debe tomar en cuenta que la cirugia puede traer algunos problemas de salud. En

31



algunos casos, el paciente podria experimentar algun grado de disfuncion sexual,
fuga de la orina por las heces y hernia inguinal. En la Tabla 2 se resumen los
diferentes tipos de cirugia mas frecuentes realizadas en pacientes con CaP (Bill-
Axelson et al., 2014).

Tabla 2. Tipos de cirugia en CaP
TIPO DE CIRUGIA DESCRIPCION REFERENCIA

Prostatectomia radical Remueve la prostata, tejidos | Bill-Axelxon et al., (2014).
circundantes y  vesiculas
seminales. Existen dos tipos
de prostatectomia: 1)
retroplbica y 2) perineal
(Figura 10).

Linfadenectomia pélvica Remueve los nédulos linfaticos | (Link & Morton, 2001)

de la zona pélvica.

Reseccion trans-uretral de la | Procedimiento realizado a | (R. D. Smith & Patel, 2011)
prostata través de la préstata para tratar
el HPB vy los sintomas
provocados por el CaP (Figura
10).

3.4.2 Terapia hormonal

Cuando los pacientes de CaP no son candidatos a cirugia porque el tumor no se
encuentra localizado, el tratamiento de primera eleccion es el bloqueo androgénico.
Este tratamiento bloquea la accién de los andrégenos interrumpiendo asi el
crecimiento de las células prostaticas cancerosas. En la Figura 11 se muestra un
esquema general de la produccion y la accién de los andrégenos en condiciones
normales (Denmeade & Isaacs, 2002). Es importante resaltar que el bloqueo de los
andrégenos puede llevarse a cabo a diferentes niveles, que involucran desde la
sintesis hasta el bloqueo de los receptores como el AR (Tabla 3). En la Tabla 4 se
resumen aquellos farmacos comerciales comunmente utilizados en la terapia de

boqueo hormonal del CaP.
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3.4.3 Quimioterapia

Cuando la terapia hormonal fracasa se recurre a la quimioterapia; sin embargo, hay
que tomar en cuenta que ambos tipos de terapia podrian indicarse al mismo tiempo.
Algunos de los farmacos quimioterapéuticos mas utilizados en CaP son la
vinblastina, paclitaxel y docetaxel (D. C. Smith & Pienta, 1999). Dentro de la
guimioterapia existen otras terapias que estan disefiadas para fortalecer el sistema
inmune y reducir el dafio en huesos producido por la metéstasis. Sin embargo, a la
par de estas terapias, se pueden realizar procedimientos quirdrgicos como la

criocirugia o la radiacion por protones (Suzman & Antonarakis, 2014).

Cerebro
\
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Figura 11. Esquema general de la produccion y accién de los androgenos. Imagen tomada de Winslow, 2013.
El esquema muestra la red de sefializacion “hipotalamo-gonadas-prostata” en la produccion y destino de los

andrégenos en el cuerpo humano.
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Tabla 3. Tipos de terapia en CaP

TERAPIA

CARACTERISTICAS

REFERENCIA

Agonistas de la hormona

liberadora de hormona

luteinizante

Detienen la produccion de
testosterona en los testiculos.
Farmacos: Leuprolida,

Goserelina y Buserelina.

(Lepor & Shore, 2012)

Anti-androgenos

Bloguean la accion de los
andrégenos. Farmacos:
Flutamida, Bicalutamida,

Enzalutamida y Nilutamida.

(Y. Chen et al., 2009)

Orguiectomia

Procedimiento quirdrgico para

remover uno U ambos

testiculos.

(Crawford, 2004)

Estrégenos.

Pueden evitar la produccion de
la  testosterona en los

testiculos; sin embargo,
algunos estudios sugieren que
podrian activar de nuevo a la

sefializacion androgénica.

(Nelles et al., 2011)

Tabla 4. FArmacos comerciales indicados en la terapia hormonal del CaP

FARMACO

MECANISMO DE ACCION

REFERENCIA

Leuprolida (Eligard®, Lupron
Depot®, y Viadur®).

Agonista de la hormona LHRH

(Lepor & Shore, 2012)

Goserelina (Zoladex®)

Agonista de la hormona LHRH

(Wilson, 2009)

Triptorelin (Trelstar®)

Agonista de la hormona LHRH

(Ploussard & Mongiat-Artus,
2013)

Degarelix (Firmagon®)

Antagonista de la hormona

LHRH

(Carter & Keam, 2014)

Bicalutamida (Casodex®),
(Eulexin®), y

nilutamida (Nilandron®)

flutamida

Antagonista del AR. Inhibe la
accion de la hormona DHT.

(Dole & Holdsworth, 1997)
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4. Vias de senalizacion asociadas a CaP

En CaP se han descrito vias de sefializacion que se encuentran alteradas, y muchas

de ellas interaccionan en algun punto con la sefalizacion de los andrégenos. La via

de sefalizacion de los androgenos desempefia un papel importante en CaP; sin

embargo, otras vias de sefializacion también estan relacionadas con la progresion

de la enfermedad. Algunas de dichas vias de sefalizacion tienen una fuerte

interaccién con la via androgénica, por ejemplo, la via de sefalizacién de los

receptores para factores de crecimiento; la sefializacion MAPK; y la via de

sefalizacion WNT (Tabla 5). El presente trabajo se enfoca en la via de sefializacion

WNT, esta sefializaciéon comprende una compleja red de proteinas que participan

en la progresion del CaP (Kaarbg et al., 2007). En la Figura 12 se muestra una red

de sefializacion con los 25 genes que mas interaccionan con el AR.

Tabla 5. Proteinas que interaccionan con el AR

PROTEINA FUNCION REFERENCIA
CASPASA-2 Regulador apoptotico. (Taghiyev et al., 2011)
CDK1NA Inhibidor de cinasas | (Kim et al., 2015)
dependiente de ciclina.

c-FLIP Inhibidor de apoptosis | (McCourt et al., 2012)
mediado por Fas/FasL.

CYP3A5 Metaboliza a la testosterona | (Mitra & Goodman, 2015)
hacia una forma inactiva.

FGF-8 Factor de crecimiento | (Gnanapragasam et al., 2002)
involucrado en carcinogénesis.

FKBP51 Proteina chaperona del | (L. Ni et al., 2010)
receptor esteroideo.

IGFBP-3 Inhibe el crecimiento celular e | (Kojima et al., 2006)
induce apoptosis.

KLK2 Potencial marcador en CaP. (Dong et al., 2005)
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KLK3 Involucrado en la licuefaccion | (Lai et al., 2007)
del semen.

KLK4 Involucrado en la proliferacion, | (Jin et al., 2013)
invasion y metastasis celular.

MMP-2 Involucrado en la progresion | (Liao et al., 2003)
del CaP.

NEP Metalopeptidasa de la | (Akita et al., 2013)
superficie celular mediada por
Zinc.

NKX3.1 Regulador de crecimiento | (Tan et al., 2012)
epitelial y de diferenciacion
prostatica.

oDC Catalizador en la sintesis de | (Visvanathan et al., 2004)
poliaminas.

PAP Antigeno tumoral de CaP. (Hsieh et al., 1996)

STAMP2 Involucrado en proliferacion | (Korkmaz et al., 2005)

celular y obesidad.

TMPRSS2-ERG

Proteina quimérica producto

de la fusion de genes en CaP.

(Yu et al., 2010)
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RED FUNCIONES

Co-expresion Unién a factores de crecimiento M

Asociacion de vias Desarrollo del sistema reproductivo M
Co-localizacion Angiogénesis

Interaccion fisica Sefializacion regulada por hormonas M

Interaccién genética Sefializacion intracelular de receptores hormonales

esteroideos
Figura 12. Red de genes que interactian con el AR. Se muestran las lineas de interaccion entre

genes y las funciones biologicas de cada gen dentro de la red. La red se construyé usando la

plataforma genmania.org
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4.1 Via de sefializacion WNT

La via de sefalizacion WNT fue descrita por el Dr. Nusse cuando trabajaba con
genes del virus tumoral mamario en ratones (Nusse & Varmus, 1982).
Posteriormente, la via WNT fue dividida en dos rutas: 1) ruta WNT candnica
(dependiente de B-catenina), y 2) ruta WNT no canonica (dependiente de cinasas y
WNT/Ca2+).

4.1.1 Via de sefializacion WNT

La via WNT candnica se describié por primera vez con el gen int-1, denominado
mas tarde Wntl, porque su alteracion se encuentra involucrada con la mutante sin
alas de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Wingless type, inglés) (Nusse
y Varmus, 1982). Los estudios realizados en ese momento indicaron que el
regulador clave en esta via de sefalizacibn era la proteina B-catenina. En
condiciones normales, la proteina B-catenina ayuda a mantener el contacto célula-
célula; pero en cancer, al acumularse en el citoplasma y después translocarse la 3-
catenina al nucleo, promueve la expresidon de algunos oncogenes como c-myc
(Willert & Nusse, 1998). En condiciones normales existe un equilibrio entre la
cantidad de B-catenina presente en el citoplasma y la cantidad de B-catenina que
se transloca al ndcleo. Sin embargo, la activacion aberrante de esta via de
sefalizacion altera este equilibrio de B-catenina promoviendo su concentracion en
el citoplasma y posteriormente su translocacion hacia el ndcleo celular. La
sefalizacion WNT comienza en la matriz extracelular con la union de las proteinas
WNT a los receptores Frizzled, los cuales se encuentran en la membrana celular.
Esta union provoca el reclutamiento de un complejo proteinico llamado Axina-APC,
el cual inhibe la degradacion de la B-catenina. En el nucleo, B-catenina se une a
factores de transcripcion de la familia TCF/LEF1 promoviendo la expresion del
oncogen c-myc (Kikuchi, 2000). En la Figura 13 muestra un esquema de la via de
sefalizacion WNT/B-catenina cuando se activa y cuando se apagada o se encuentra

a la baja.
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Dentro de la sefializacion WNT, las proteinas WNT pertenecen a una familia de 19

proteinas altamente conservadas en mamiferos, dichas proteinas tienen un dominio

N-terminal rico en cisteina que comprende una extension de 350 a 400 aminoacidos.

Las proteinas WNT forman un complejo con los receptores Frizzled (FZD) y los

receptores LRP5/6, activando asi la via de sefializaciéon (McDonald et al., 2010). Los

receptores FZD son

receptores transmembranales de siete dominios que

comprenden diez miembros en mamiferos y se asocian a los receptores LRP5/6

para activar la sefializacion WNT (Binnerts et al., 2007).
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Figura 13. Via de sefializacion WNT activa/apagada. Imagen tomada de Nusse, 2012. La figura de la izquierda

es una ilustracion de la via WNT apagada. La figura de la derecha muestra una ilustracion de la via WNT activa.
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La union de las proteinas WNT a los receptores FZD desencadena una serie de
eventos moleculares intracelulares donde intervienen otras proteinas importantes
como la proteina Axina (Axin), Dishevelled (Dvl), GSK3-B, CK1-a.y APC. Enla Tabla
6 se resumen algunas de las funciones mas importantes que tienen dichas proteinas

dentro de la via de sefializacién WNT.

Tabla 6. Proteinas de la via WNT

PROTEINA FUNCION REFERENCIA
Axina Coordina la formacion del | (Luo & Lin, 2004)
complejo APC-(GSK3-CK1)-
Duvl.
APC Se une a B-catenina facilitando | (Xing et al., 2003)
su fosforilacion y

posteriormente su destruccion.

GSK3-B Recluta a B-catenina | (D. Wu & Pan, 2010)
facilitando su fosforilacion y

posteriormente su destruccion.

Dvl Participa tanto en la via WNT | (Tauriello et al., 2012)
canonica como la no canodnica.
Interacciona con los
receptores FZD en la
membrana citoplasmatica
reclutando al complejo APC-
(GSK3-CK1).

La via de sefializacion WNT no canénica, comprende dos posibles rutas: 1) ruta
mediada por cinasas y 2) ruta dependiente de Ca?*. Dentro de la via de sefializacion
WNT no candnica, se encuentra la via de “Polaridad Celular Planar”. En esta via de
sefalizacion, la activacion de los receptores FZD desencadena una sefalizacion en
cadena que involucra a los genes de la familia de las GTPasas: RAC1, Ras, RHOA
y JNK. La Tabla 7 describe algunas de las proteinas involucradas en este tipo de
sefalizacion (Gémez-Orte et al., 2013). En la via de sefalizacion WNT no candnica
que involucra la liberacion de Ca?* intracelular (Kuhl et al., 2000), se ha demostrado
que existe una inter-conexion entre esta via con la via WNT de polaridad celular
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planar mediada por la proteina Dvl. La Figura 14 muestra algunas de las principales

proteinas involucradas en la via WNT dependiente de Ca?* (Veeman et al., 2003).

Tabla 7. Proteinas involucradas en la via WNT de Polaridad Celular Planar

regular a la proteina Dvl.

PROTEINA FUNCION REFERENCIA
RAC1 Regulacion del citoesqueleto. | (Lindqvist et al., 2010).
Ras Involucrada en procesos de | (Mayor & Theveneau, 2014)
migracion celular.
RHOA Actla en la sefializacion de | (Zhu et al., 2006)
WNT5y WNT11.
JNK Coopera con GSK3 para | (Ciani & Salinas, 2007)

liberacion de Ca?* dentro de la via WNT no candnica.

Figura 14. Via de sefalizacion WNT/Ca?*. Imagen tomada de

(Komiya & Habas, 2008). En esta figura se esquematiza la
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4.1.2 Antagonistas de la via WNT

Para fines de este trabajo se abordara con un poco de mas detalle las
caracteristicas de la familia de proteinas SFRP’s, las cuales son consideradas
antagonistas de esta via de sefializacion (MacDonald et al., 2009). Las proteinas
“SFRP’s” (Secreted Frizzled Related Protein, por sus siglas en inglés), son un grupo
de proteinas relacionadas estructuralmente al receptor transmembranal Frizzled
(FZD). Actualmente se conocen 5 tipos diferentes de proteinas SFRP que
candnicamente funcionan como antagonistas de la via de sefializacion WNT.
Algunas de las proteinas SFRP presentan actividad supresora de tumor en ciertos
tipos de cancer. De manera candnica, se ha propuesto que las proteinas SFRP’s
antagonizan a la via de sefalizacion WNT, ya sea uniéndose a proteinas WNT o
uniéndose directamente con los receptores FZD (Yoshiaki Kawano & Kypta, 2003).
En CaP, particularmente la proteina SFRP1, se sabe que puede regular
negativamente la actividad transcripcional del AR (Kawano et al., 2009). Por otro
lado, sin embargo, se ha reportado que el gen de fusibn TMPRSS2-ERG podria
activar a la via de sefializacion WNT. Esto ultimo sucede porque ERG es un factor
de transcripcion que se une a la region promotora de algunos genes de la via WNT
promoviendo la expresién por ejemplo de proteinas como WNT3a y LEF-1 (L. Wu
et al., 2013). Existen diferentes tipos de moléculas que pueden antagonizar a la via
de sefalizacibn WNT, estas moléculas antagonistas se dividen en dos grupos
principales: 1) proteinas secretadas y 2) proteinas relacionadas al receptor frizzled
(Tabla 8). Ademas de las proteinas SFRP’s, otras proteinas antagonistas de la via
WNT son las proteinas WIF-1y las proteinas Cerberus, las cuales ejercen su accion
antagonica uniéndose ya sea a las proteinas WNT, a los receptores FZD y/o a los

receptores de Colipase o receptores Ryk (Kawano y Kypta, 2003) (Figura 15).
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Tabla 8. Algunos antagonistas de la via de sefializacion WNT

PROTEINA ACCION REFERENCIA
SFRP’s Inhiben la proliferacion celular. (Lavergne et al., 2011)
Dickkopf Interaccionan con LRP6/Arrow para | (Bafico et al., 2001)

inhibir a la via WNT.

Cerberus Antagonizan a la via WNT mediante | (Cruciat & Niehrs, 2013)
factores de crecimiento como
Activin, Nodal y BMP.

WIF-1 Puede antagonizar a la via WNT | (Ramachandran etal.,
uniéndose a proteinas WNT. 2014)
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Figura 15. Diferentes tipos de antagonismo en la via de sefializacion WNT. Imagen modificada de Kawano y
Kypta, 2003. La figura A muestra la activacion tradicional de la via WNT por proteinas WNT. La figura B muestra
el antagonismo ejercido sobre la via WNT por proteinas secretadas como WIF-1 y SFRP’s. La figura C muestra

el antagonismo sobre la via WNT por la proteina Dkk-1.

Las proteinas SFRP’s fueron los primeros antagonistas descritos dentro de la via
de sefalizacion WNT. Estas proteinas comparten homologia estructural con los
receptores FZD en su dominio rico en cisteina (CRD, por sus siglas en inglés), el
cual se encuentra en el N-terminal de las proteinas WNT y de los receptores FZD

(Yoshiaki Kawano & Kypta, 2003; Melkonyan et al., 1997) (Figura 16). Las proteinas
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SFRP’s son secretadas al espacio extracelular donde ejercen su funcién
antagonica. Se ha reportado que su efecto podria depender incluso de un gradiente
de concentracion, esto quiere decir que dependiendo de la cantidad de SFRP’s en
la matriz extracelular se observaria ya sea un efecto activador o represor sobre la
via WNT (Uren et al., 2000).
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Frizzied [ CRDT]  [NHNNNNN "o

b
Dickkopf I | Cys-1 | -
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wir-it f wo D
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Figura 16. Homologia estructural entre las proteinas antagonistas y los receptores de la via WNT. Imagen
tomada de Kawano y Kypta, 2003. Las figuras A, B y C esquematizan la homologia estructural que existe entre

los antagonistas SFRP’s, Dickkopf y WIF-1 con sus respectivos receptores.

En cancer, muchos estudios han sefalado que existe una expresion a la baja de las
proteinas que antagonizan a la via WNT; sin embargo, hay resultados
contradictorios (Bovolenta et al., 2008; Surana et al., 2014). Por ejemplo, se ha
sugerido que las proteinas SFRP’s desempefian un papel supresor de tumor.
Particularmente SFRP1, una proteina que se encuentra sub-expresada (expresion
a la baja) en muchos de los tejidos y células de CaP, regula negativamente la
actividad transcripcional del AR y disminuye la formacion de colonias celulares de
las células LNCaP y 22Rv1l (Y. Kawano et al., 2009; Lodygin et al., 2005). Sin
embargo en otros trabajos, se ha reportado que SFRP1 participa en la comunicacién
estroma-epitelio promoviendo la progresion del CaP hacia un estado mas avanzado
(Joesting, Perrin, Elenbaas, Fawell, et al., 2005).
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4.1.3 SFRP1 en CaP

La proteina SFRP1 ejerce un efecto que disminuye el crecimiento de células de
CaP; sin embargo, dicho efecto no parece involucrar a las vias de sefializacion WNT
clasicas. Kypta y col. (2009) reportaron que la sobre-expresién de SFRP1 en lineas
celulares de CaP disminuye la actividad transcripcional del AR. En dicho trabajo se
sugiere que el mecanismo de accion de SFRP1 podria estar mediado por la
asociacion de SFRP1 sobre receptores de la familia Ror 1y 2 (Kawano et al., 2009).
Sin embargo de manera contradictoria, Joesting y col. (2005) mostraron que existe
una comunicacion estroma-epitelio entre células de CaP donde SFRP1 participa
promoviendo la progresion del CaP (Joesting, Perrin, Elenbaas, Fawell, et al.,
2005). A pesar de estos reportes, recientemente se ha reforzado la hipétesis de que
SFRP1 es un supresor tumoral en CaP (Baharudin et al., 2020). Acompafiado con
esto, previamente se publicé un estudio que reporté que el tratamiento con
genisteina desregula la expresion del miR-1260b, aumentando la expresion de
SFRP1 en células de CaP, este efecto disminuyé las caracteristicas neoplasicas de
las células de CaP (Hirata et al., 2014). Aunado a esto, SFRP1 ha sido propuesto
como un posible biomarcador en el diagndstico y el pronéstico del CaP (Garcia-
Tobilla et al., 2016; Zheng et al., 2015a).

5. Alteraciones gendmicas en CaP

Alteraciones pueden contribuir a la aparicion y a la progresion del CaP, dichas
alteraciones involucran factores hereditarios, factores genéticos, factores
relacionados con la edad y alteraciones gendmicas cromosomales. En este Ultimo
caso, las células de cancer suelen presentar una proliferacibn excesiva, como
consecuencia de la aparicion de errores cromosomales que conllevan a

duplicaciones, deleciones y fusion de genes (Berger et al., 2011).

5.1 Estroma-Epitelio

En cancer existe una red de apoyo proporcionada por el estroma, la cual es
indispensable para promover caracteristicas neoplasicas como la invasion, el
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crecimiento celular y la metastasis. De acuerdo con las Ultimas investigaciones es
evidente que existe un microambiente inflamatorio que contribuye a la progresion
del tumor. Dentro de la progresion tumoral, en la invasion celular se dan cambios
moleculares que alteran la adherencia de las células tumorales en la matriz
extracelular (ECM). En la invasion celular se lleva a cabo una degradacion
proteolitica del estroma circundante en conjunto con la motilidad para impulsar a la
célula tumoral a través del estroma. Para que el proceso invasivo ocurra, se dan
cambios en la expresion de las cadherinas de las células tumorales, por ejemplo,
disminuye la expresion de E-cadherina, la cual es importante en la adhesion celular.
Por otro lado, aumenta la expresion en la N-cadherina, proteina que normalmente

se expresa en las células mesenquimales (Furue, 2011).

En CaP, se ha reportado la existencia de una importante comunicacién estroma-
epitelio, en la cual participan proteinas que se secretan hacia el espacio extracelular
provenientes ya sea del estroma hacia el epitelio o del epitelio hacia el estroma. Los
principales tipos celulares en el estroma prostatico son los fibroblastos, los
miofibroblastos y las células musculares lisas (Niu & Xia, 2009). Estas células
estromales secretan factores de crecimiento, producen matriz extracelular secretora
y también expresan el AR, el receptor de estrégenos, el receptor adrenérgico y la
enzima 5-a reductasa (Berry et al., 2008). El AR del estroma, podria tener un papel
mas importante que el AR de las células tumorales epiteliales. El AR estromal activo
afecta a los miofibroblastos estromales a través de los cuales promueve la
progresion del CaP y la sefalizacion esta presente incluso en los tumores
resistentes a androgenos (Adisetiyo et al., 2014). La expresion autocrina de EGF
(Factor de crecimiento epidermal, en espafiol) y TGF-a (Factor de crecimiento
transformante, en espafol) altera el crecimiento celular en CaP. EGF juega un papel
importante en la estimulacion de la invasion celular del CaP al promover la quimio-
migracion de las células tumorales. En este proceso, se ha observado que los
oncogenes HER-2 / neu, HER-3 y HER-4 se encuentran relacionados con la familia
EGFR y ademas, se expresan diferencialmente en CaP (Kru$lin et al., 2015). En

cuanto a la sefalizacion WNT, la sobreexpresion de SFRP1 por el estroma tumoral
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prostético ha sido estudiada, y se ha observado que la proteina SFRP1 del estroma
tumoral prostatico proporciona una sefial paracrina que aumenta la proliferacion de
las células epiteliales adyacentes (Joesting, Perrin, Elenbaas, Fawell, et al., 2005).
SFRP1 es una proteina que parece tener una relacion importante con la
sefalizacion de los andrégenos en CaP al igual que KLK3 o el gen de fusion
TMPRSS2-ERG. TMPRSS2-ERG se ha encontrado asociado con todos estos
factores y con la expresion estromal elevada de PDGFR} y hialuronano; esto se ha
observado tanto en el estroma tumoral como en el estroma del tejido no maligno
circundante. Estos resultados en conjunto, indican que la presencia de re-arreglos
cromosomales como el gen de fusibn TMPRSS2-ERG podria estar relacionada con

los fenotipos que tienen un mal prondstico en CaP (Hagglof et al., 2014).

5.2 Re-arreglos cromosomales (gen de fusion)

En cancer, los re-arreglos cromosomales tienen como consecuencia principal la
aparicion de genes de fusion, los cuales son muy frecuentes en algunos tipos de
cancer como leucemias y sarcomas. El porcentaje estimado de estas fusiones en
leucemia es muy alto, en contraste, en tumores sélidos las fusiones de genes suelen
encontrarse solo en un 15 a un 20% de los casos (Mitelman et al., 2007). En CaP,
existe una alta probabilidad de encontrar genes de fusion, principalmente se han
reportado fusiones de genes que involucran a factores de transcripcion de la familia
ETS (E-26 virus Transformation Specific, inglés) (Hessels & Schalken, 2013). La
familia de los factores de transcripcion ETS comprende a 27 miembros donde la
fusibn TMPRSS2-ERG es la més reportada en CaP (Tomlins et al., 2005).

5.2.1 Fusion TMPRSS2-ERG en CaP

La fusion TMPRSS2-ERG es un evento comun en CaP, se ha reportado en
aproximadamente el 50 % de los tumores estudiados de CaP. Esta fusion se forma
por una escision de doble cadena en el DNA que tiene como consecuencia la union
del gen TMPRSS2 con el gen ERG. La proteina ERG en la fusion TMPRSS2-ERG,
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es una proteina trunca o incompleta pero funcional y con actividad de factor de
transcripcion (Figura 17) (Burdova et al., 2014). La proteina ERG (ETS Related
Gene, por sus siglas en inglés) proveniente de la fusion TMPRSS2-ERG, tiene
actividad de factor de transcripcion. En condiciones normales, ERG se expresa en
el endotelio y el mesodermo embrionario donde tiene un papel importante en el
desarrollo del sistema vascular, el tracto urogenital y el sistema 0seo (Birdsey et al.,
2008).

TMPRSS2 ' ERG
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Figura 17. Fusion TMPRSS2-ERG. Imagen modificada de McGarty, 2014. Se ilustra como se fusionan los genes

21q22

21q22

TMPRSS2 y ERG dando como resultado un producto proteinico trunco pero funcional.

La proteina ERG tiene una extension de 486 aminoacidos y pesa 56 KDa (Rao et al.,
1987). Posee un dominio de reconocimiento a DNA que enlaza a secuencias del
tipo GGA (A/T) (Shore et al., 1996). Se han realizado diferentes clasificaciones de
los factores de transcripcion ETS de acuerdo con su similitud de secuencia en el
dominio de DNA en los genes a los que se unen. En este tipo de clasificaciones, la
proteina ERG pertenece a la clase |, donde se encuentran otros factores de
transcripcion como los factores ETS 1y 2, ETV 1a5, ELK 1, 3y 4, ERF, FEV, FLI
1 y GABPa (Wei etal.,, 2010). En CaP, la expresion elevada de ERG esta

relacionada con la respuesta a androgenos, ya que la fusibn TMPRSS2-ERG tiene
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el promotor del gen que codifica para la proteina TMPRSS2 (Transmembranal
Protein Serin type 2) y el cual cuenta con secuencias ARE’s. ERG ha sido una
proteina relacionada con la progresion de la neoplasia prostatica intraepitelial hacia
CaP (Carver et al., 2011). La expresién elevada de ERG también se asocia con el
proceso EMT, la cual ocurre durante el desarrollo embrionario normal, la
regeneracion de tejidos, la fibrosis de 6rganos y la cicatrizacion de heridas. Sin
embargo, el proceso EMT también participa en la progresion tumoral con expansion
metastasica (Nieto et al., 2016). En algunos tumores de CaP, la sobreexpresion de
ERG promueve el proceso EMT modificando la adhesion celular, y promoviendo la
migracion y la invasion celular (Leshem et al., 2011). En la Figura 18 se muestra un
esquema sobre la relacion que existe entre la fusion de TMPRSS2-ERG vy la
progresién del CaP asi como la dependencia por la supresion de AKT en la
progresiéon tumoral (Squire, 2009).

Préstata
normal
Activacion -
% — (AKT) —> desregulada de
. blancos rio debajo Proliferacién
de AKT Anti-apoptosis
Inestabilidad gendmica
— W . ez O\
Diferenciacion
Angiogénesis ‘
Diferenciacion celular
Sobre-expresion \ Migrzfcl:ién Sl
de blancos de ETS | — el y b

Figura 18. Relacion de la fusion TMPRSS2-ERG en la progresion del CaP. Imagen modificada de Squire, 2009.
Se muestra una ilustracion de la asociacion que existe entre la perdida de PTEN y la expresion elevada de ERG
con el aumento de las caracteristicas neoplasicas de las células de CaP.

Se han estudiado los mecanismos moleculares por los cuales la fusion TMPRSS2-
ERG promueve la progresiéon del CaP; ERG ejerce una accion de activacién sobre
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la via de sefalizacion WNT/LEF1 (L. Wu et al., 2013). Dicha activacion involucra la
expresion elevada de los genes LEF1 y FZD4 en CaP (Gupta et al., 2010). Por otro
lado, claramente existe una asociacion entre la fusion TMPRSS2-ERG y la via de
sefializacion androgénica en CaP. ERG interacciona directamente con el promotor
del gen que codifica para el AR y promueve la expresidbn de genes que son
responsivos a andrégenos (Yu et al., 2010). En este sentido, se ha buscado la
manera de inhibir esta red de sefalizacion, lo que se ha indagado usando farmacos
gue antagonizan con la actividad transcripcional del AR pero con resultados no
concluyentes aun (Li et al., 2011).

6. Terapias dirigidas en CaP

El desarrollo de nuevas terapias farmacologicas ha sido un reto en CaP, si bien
existen farmacos que son especificos del AR, la enfermedad en mas del 80 % de
los casos evoluciona hacia un estado en el cual el CaP ya no necesita
completamente de los andrégenos. En afios recientes, el gen de fusion TMPRSS2-
ERG ha despertado cada vez mas interés por parte de los investigadores, quienes
exploran la posibilidad de utilizarlo como un blanco molecular para el desarrollo de
nuevos farmacos que sirvan para el tratamiento de este tipo de CaP (Neves et al.,
2017). Como se mencion6 arriba, TMPRSS2-ERG se expresa en aproximadamente
el 50 % de los tumores de CaP y participa en eventos de migracion celular y de
transicion epitelio-mesénquima (EMT) (Tomlins et al., 2005). Las nuevas estrategias
farmacoldgicas que buscan regular o abatir la expresion de TMPRSS2-ERG se han
enfocado principalmente en disminuir su expresion a través de la modulacion de la
actividad transcripcional del AR. Este enfoque se fundamenta en que TMPRSS2
tiene elementos ARE’s en su secuencia de DNA y su expresion puede ser modulada
por la activacion del AR. Si bien este enfoque tendria la ventaja de usar los farmacos
gue actualmente se administran en el tratamiento del CaP, dichos farmacos no han
sido totalmente efectivos para curar la enfermedad, y las células cancerosas

progresan hacia un estado de resistencia a la castracion quimica (Graff et al., 2015).
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Por estas razones, en cuanto al tratamiento farmacoldgico del CaP, han sido
exploradas nuevas terapias moleculares que buscan abatir la expresion de genesy
buscan que los farmacos tengan un reconocimiento de tipo célula-especifico. Esto
se ha logrado en la investigacion basica mediante el uso de RNA’s de
silenciamiento, transfecciones estables o silenciamientos estables con agentes
virales no patdégenos (Dassie et al., 2014). Estas técnicas todavia no han podido
implementarse con éxito en todos los ensayos clinicos debido a que no presentan
mucha especificidad y en muchos de los casos pueden despertar una respuesta
inmune exagerada. Actualmente, las herramientas terapéuticas mas innovadoras
son los vectores a base de liposomas, anticuerpos monoclonales, particulas virales
y recientemente los aptaremos. Estos ultimos han despertado gran interés cientifico,
sin embargo, se siguen investigando para demostrar que los aptameros pueden ser

“los farmacos del futuro”.

6.1 Anticuerpos en CaP

En CaP, los factores de crecimiento, mediadores de la angiogénesis, sefiales del
microambiente dseo y las vias de evasidn al sistema inmune, se han convertido en
areas de investigacion para el uso terapéutico de anticuerpos monoclonales (mAb’s,
en inglés). En CaP, el mayor éxito hasta ahora es el desarrollo de mAb’s contra el
antigeno de membrana PSMA, lo que ha ayudado a mejorar el diagnostico y mejorar
el tratamiento de la metéstasis. Es posible que la combinacién de mAb’s acoplados
0 en combinacion con otros tratamientos mejore las respuestas y la supervivencia
del paciente (Vlachostergios etal., 2017). Los mAb’s se unen a receptores
especificos para producir una respuesta terapéutica de las siguientes maneras: a)
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC), b) bloqueo de la sefializacion de activacion del receptor al que
se unen (terapia dirigida), ¢) mejoran la respuesta inmune antitumoral alterando la
produccion de citocinas (inmunoterapia), y d) sefializacion molecular que conduce
a la muerte celular (Redman et al., 2015). Algunos de los anticuerpos mas usados

en la investigacién y en la clinica para tratar el CaP se resumen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Anticuerpos en CaP

mAb

MECANISMO DE ACCION

REFERENCIA

Indium-111

Capromab

Pendetide (ProstaScint)

Anti-PSMA. Mejora la imagen
para la  deteccion de

metastasis local y distante.

(Petronis et al., 1998)

PSMA- ADC

Conjugado de farmaco-anti
PSMA. Induce citotoxicidad en

células de CaP.

(Niaz et al., 2020)

PSCA, AGS-PSCA

mAb dirigido contra el antigeno

de células madre en CaP.

(M. J. Morris et al., 2012)

STEAP-1

mADb

epitelial humano de seis pasos

contra el antigeno

transmembranales en

préstata.

(Kleven et al., 2015)

Vacuna

(Provenge)

Sipuleucel-T

Estimula el sistema inmune e
induce muerte celular en CaP

resistente a la castracion.

(Gardner et al., 2012)

Ipilimumab

mMAb que se une a la proteina
4 asociada a linfocitos T
citotoxicos

(CTLA-4) evitando la inhibicién

de la respuesta inmune.

(Alaia et al., 2018)

Nivolumab

mAb que se une a la proteina
PD-1 en células T, y evita el
blogueo de la respuesta
inmune en el sistema PD-

1/PDL-1

(Picardo & Hansen, 2019)

Urelumab

Estimula co-receptores de
linfocitos T como el antigeno

CD-173.

(Chu et al., 2019)

Bevacizumab

mMADb que se une al factor de
crecimiento endotelial vascular

y disminuye la angiogénesis.

(Cereda et al., 2018)

TRC105

mAb quimérico que se une al
receptor endgolin (CD 105)

disminuyendo la angiogénesis.

(Kelsey, 2015)
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Siltuximab mAb quimérico que inhibe el (R. Chen & Chen, 2015)
efecto de IL-6 en CaP

resistente a la castracion.

Los anticuerpos proteicos se han utilizado en estos ensayos durante los ultimos 40
afios, sin embargo, no han podido ser totalmente eficaces en el campo de la
terapéutica del cancer. Buscando ligandos de direccionamiento "especifico"
surgieron hace casi 30 afios los anticuerpos quimicos, también conocidos como
aptameros, los cuales han mostrado importantes ventajas quimicas y biologicas
sobre los anticuerpos. Su introducciébn en la clinica ha sido lenta, mas
investigaciones seran necesarias para demostrar si los aptameros sustituiran a los

anticuerpos en la terapia del cancer.

6.2 Aptameros en CaP

Los aptameros son oligonucle6tidos de &cidos nucleicos que son seleccionados y
disefliados para reconocer objetivos especificos como farmacos (Neves etal.,
2017), proteinas (Deng et al., 2014), carbohidratos (Jing etal., 2018), células
(Ohuchi, 2012) e incluso virus (Percze et al., 2017). Desde 1990, varios grupos de
investigacion usaron esta propiedad de los oligonucle6tidos para seleccionar y aislar
aptameros especificos. Tuerk, G., Gold, L., (1990) aislaron dos ligandos de ARN de
alta afinidad por la ADN polimerasa T4 usando una biblioteca con una region
aleatoria de 8 nucleétidos (Tuerk & Gold, 1990). Los aptdmeros a menudo son
comparados con los anticuerpos; sin embargo, los aptameros tienen algunas
ventajas importantes sobre los anticuerpos en cuanto a aspectos bioldgicos y de
produccion (Hori et al., 2018). En el aspecto bioldgico, dado su pequefio tamafio y
naturaleza nucleica, los aptameros son poco inmunogénicos, lo que les permite
tener una mayor capacidad de penetracion en los tejidos en comparacion con los

anticuerpos. En cuanto a la produccion, los aptameros no requieren de organismos
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vivos para producirlos, los aptdmeros pueden producirse y modificarse facilmente in
vitro tan solo agregando o quitando algunos grupos funcionales o marcarlos con
sondas usando la técnica de PCR (Alkhamis et al., 2019). En el campo de la salud,
las aplicaciones terapéuticas de los aptdmeros son amplias, estas moléculas se han
convertido en una interesante alternativa a las terapias actuales con anticuerpos
monoclonales. Algunas de las aplicaciones son: administracion dirigida de
farmacos, diagndstico molecular, mejoramiento de imagenes de diagndstico,
exploracion e identificacion de nuevos biomarcadores y el descubrimiento de

nuevos biomarcadores solo por mencionar algunas (Kaur et al., 2018).

6.2.1 Seleccién de aptameros (SELEX)

Los aptdmeros generalmente se seleccionan in vitro partiendo de una gran
biblioteca de oligonucleétidos monocatenarios que comprende una diversidad de
hasta 1 x 10'® moléculas diferentes. Una vez que los aptameros han sido
seleccionados a través de algunos ciclos de seleccion, generalmente de 4 a 12
ciclos, pueden modificarse para la optimizacién dependiendo de las aplicaciones
deseadas, a esto se le conoce como ingenieria de aptameros (Figura 19) (Veedu,
2017). La técnica mas usada para seleccionar aptameros se conoce como SELEX
(Evolucién sistematica de ligandos por enriguecimiento exponencial, en espariol).
SELEX es un procedimiento experimental que implica la seleccion progresiva de
complejos “APTAMERO-MOLECULA BLANCO”, partiendo de grandes bibliotecas
de oligonucleétidos monocatenarios que tienen regiones centrales con secuencias
de nucledtidos ordenadas aleatoriamente. Al final del proceso SELEX, se obtienen
aptameros con afinidades y especificidades variables, esto se logra a partir de
rondas repetidas de particion y amplificacion (Chai et al., 2011). En el paso final del
SELEX, los aptameros con alta afinidad se amplifican utilizando la técnica de PCR
lo que produce varias copias de los aptdmeros seleccionados. Todo el proceso
SELEX se repite de 4 a 12 veces hasta que los aptameros con alta afinidad se
enriquecen. Este enriquecimiento se puede evaluar mediante citometria de flujo o
incluso de manera mas especifica con secuenciacibn de nueva generacion
(Mallikaratchy, 2017).
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Figura 19. Esquema general de la seleccion e ingenieria de aptameros. 1. 5 'final PEG (polietilenglicol) para
resistir el aclaramiento renal. 2. Modificacion de las nlcleo-bases para mejorar la afinidad y la especificidad de
unién. 3. Modificaciones en el esqueleto fosfodiéster para resistir a la degradacion ocasionada por nucleasas.
4. Modificaciones en el anillo de azucar para resistir la degradacion de nucleasas. 5. Estrategia de limite de
extremo 3’ que permite la resistencia a la degradacién por nucleasas. 6. La imagen especular de L-
desoxioligonucledtido que resiste la degradacion por accion de las nucleasas.

6.2.3 cell-SELEX

Las proteinas son los blancos moleculares més usados en SELEX; sin embargo, es
dificil y costoso obtener y mantener una alta pureza de las proteinas humanas en
su conformacion nativa para realizar ensayos in vitro (X. Liu etal., 2016). Para
resolver este problema, K. N. Morris et al., 1998 desarrollaron un método novedoso
que permitié usar el SELEX con una mezcla compleja de membranas de glébulos
rojos humanos. Este nuevo método fue llamado cell-SELEX, y es una técnica que
permite identificar varias proteinas en su conformacién nativa en las células. Otra
ventaja de este tipo de SELEX es el hecho de que permite identificar proteinas de
las cuales no se tenia un conocimiento previo, 10 que hace que esta metodologia
sea adecuada para la deteccion de nuevos marcadores moleculares (Rong et al.,

2016). En general, el cell-SELEX es muy similar al SELEX convencional, pero en la
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técnica de cell-SELEX es de suma importancia incluir células negativas o control
(seleccion negativa), asi como mantener el cultivo celular en 6ptimas condiciones
todo el tiempo para evitar ligeras variaciones en la seleccion propias de cambios en
el cultivo celular. El proceso cell-SELEX tiene mdultiples aplicaciones, entre ellas la
identificacion de microorganismos patdgenos (Hamula etal.,, 2011), el
descubrimiento de biomarcadores (Berezovski et al., 2008), la identificacion de
células de mamiferos (lwagawa et al., 2012), y el diagndstico y la terapia del cancer
(Rong, Y., et al., 2016; Chen, M., et al., 2016).

6.2.4 Aptameros en CaP

El uso de aptameros en CaP se ha reportado previamente principalmente con el
disefio de aptameros dirigidos contra el antigeno de membrana especifico de
préstata (PSMA, en inglés). Debido a la complejidad y a la variedad molecular de
cada tumor de CaP, existe la necesidad de disefiar aptameros dirigidos contra
diferentes tipos de tumores. Por ejemplo, el aptamero A10 es un aptamero que se
une especificamente al PSMA de las células de CaP; sin embargo, por razones
obvias no es capaz de reconocer células que no expresan PSMA. Esto es un
problema importante ya que este es el caso de las células de CaP que expresan el
gen de fusion TMPRSS2-ERG, 6sea aproximadamente el 50% de los tumores de
CaP. Sin embargo, los aptameros de PSMA siguen siendo hasta la fecha los
aptameros mas estudiados en CaP. A continuacién, se describe con mas detalle
algunas de las aplicaciones que se han reportado usando aptameros dirigidos
contra el PSMA en CaP (Lupold, 2018). Por otro lado, en la Tabla 10 se resumen
diferentes tipos de aptameros usados en la investigacion del CaP para el

reconocimiento de diferentes blancos moleculares.
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Tabla 10. Aptameros usados en la investigacion del CaP

TRABAJO REFERENCIA TIPO DE METODO DE APLICACION
APTAMERO SELECCION
Focusing aptamer (Diaz- (PSA-1) SELEX (6 ciclos) | Unién de un
selection on the Fernandez Libreria de aptamero al
glycan structure of et al., 2019) ssDNA glicano del PSA
prostate-specific para la deteccion
antigen: Toward del CaP

more specific
detection of prostate

cancer
In vivo SELEX of (L. Chen et al., | (PB) libreria de In vivo SELEX Aptamero para
bone targeting 2019) ssDNA (10 ciclos) abatir la
aptamer in prostate metastasis

cancer bone
metastasis model

Tunable cytotoxic (Powell Gray (E3) libreria de Cell-SELEX Conjugacién de
aptamer—drug et al., 2018) RNA (9 ciclos) un aptamero-
conjugates for the farmaco: MMAF-
treatment of E3 para inhibir el
prostate cancer crecimiento
tumoral
Doxorubicin Loaded | (Atabi et al., Libreria de Cell-SELEX (10 | Conjugacién de
DNA Aptamer 2017) dsDNA ciclos) un aptamero-
Linked Myristilated MCS en CaP

Chitosan Nanogel
for Targeted Drug
Delivery to Prostate

Cancer

Development of a (Almasi et al., | Libreria de Cell-SELEX (10 | Aptamero

Single Stranded 2016) SsDNA ciclos) especifico contra
DNA Aptamer as a el PSMA en
Molecular Probe for células LNCaP
LNCap Cells Using

Cell-SELEX

Co-targeting EGFR | (H. Y. Liu Aptameros de Secuencia Quimera

and survivin with a etal., 2016) RNA conocida de un aptdmero-siRNA
bivalent aptamer- aptamero bi- contra PSMA
dual siRNA chimera valente que

effectively forma una

suppresses prostate quimera

cancer. aptamero-siRNA

Aptamer-mediated (Z. Chen et al., | Aptdmero de Técnica de Aptamero
delivery of docetaxel | 2016) RNA anclado a difusion de anclado a

to prostate cancer nano particulas solventes nanoparticulas
through polymeric (apt-NPs) usando PLGA-b- | contra CaP que
nanoparticles for PEG funcional y | sobre-expresa el
enhancement of oleato de sodio PSMA

antitumor efficacy.

Antiproliferative (Kouhpayeh Aptamero que Usando el Aptamero (AMH)
effect of a synthetic | et al., 2016) mimifica HRE reactive para reconocer al
aptamer mimicking (AMH) comercial elemento de
androgen response SSDNA PolyFect respuesta a
elements in the (Qiagen, hormona (HRE)
LNCaP cell line. Valencia, CA,
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USA) to
transfect AMH

Aptamer-modified (Jiao et al., Aptamero A10 Sintesis de un c- | Terapia dirigida
PLGA nanoparticle 2016) polimero PLGA- | en CaP
delivery of triplex PEG-Apt
forming cargado con
oligonucleotide for TFO usando el
targeted prostate método de
cancer therapy. evaporacion

usando solvente

de doble

emulsion
Label-free (Rahi et al., Aptamero de Técnica basada | Aptamero libre
electrochemical 2016) DNA en de marcaje para
aptasensing of the electroquimica hacer una
human prostate- deteccion directa
specific antigen de PSA
using gold nano-
sphers.
Selection and (Duan et al., Aptamero de Cell-Selex (18 Seleccion de un
characterization of 2016) ssDNA ciclos) aptamero de
DNA aptamer for DNA contra la
metastatic prostate linea celular de
cancer recognition CaP DU145
and tissue imaging.
A RNA-DNA Hybrid | (Leach et al., Aptamero Fabricacion de Herramienta para
Aptamer for 2016) hibrido de RNA- | una super la entrega
Nanoparticle-Based DNA nanoparticula dirigida de
Prostate Tumor paramagnética farmacos
Targeted Drug de 6xido de
Delivery. hierro- aptamero

contra

doxorrubicina

(SPI10-Apt-Dox)
3D Cell-SELEX: (Souza et al., Aptameros de Cell-SELEX con | Ensayos de
Development of 2016) RNA PC3, para basqueda de
RNA aptamers as seleccionar aptameros en
molecular probes for aptameros CaP
PC-3 tumor cell line. contra

esferoides de

CaP
Systemic (X. Ni etal., Aptamero de Sintesis de una | Terapia de
Administration and 2015) RNA-siRNA quimera radiacion para
Targeted aptadmero tumores que
Radiosensitization sensible a la expresan PSMA
via Chemically radiacion-siRNA
Synthetic Aptamer- que permita el
SiRNA Chimeras in silenciamiento
Human Tumor de DNA-PK en
Xenografts. CaP
Tumor targeting with | (Noaparast Aptamero de Conjugacion y Agente que
a (99m) Tc-labeled et al., 2015) DNA marcaje con mejora la imagen
AS1411 aptamer in 99mTc de tumores
prostate tumor cells. De un aptamero

gue se une

nucleolin

51



Screening and
characterization of a
novel RNA aptamer
that specifically
binds to human
prostatic acid
phosphatase and
human prostate

(Kong & Byun,
2015)

Aptamero de
RNA modificado
en 2’-
fluoropiirimidina
(FY)-aptameros
gue se unen a
PAP)

SELEX (6 ciclos)

Se une
especificamente
a la fosfatasa
acida prostatica

cancer cells.
DNA aptamer (Wang et al., Aptamero de Cell-Selex (17 Contra la linea
evolved by cell- 2014) DNA (Wy-5a) ciclos) celular PC3
SELEX for
recognition of
prostate cancer.
Targeted inhibition (Dassie et al., | Aptamero de Aptamero de Inhibe la
of prostate cancer 2014) RNA (A9q) RNA truncado actividad
metastases with an usando enzimética del
RNA aptamer to modelaje PSMA
prostate-specific estructural
membrane antigen. computacional
RNA aptamer- (Baek et al., Liposoma-RNA SELEX Liposomas
conjugated 2014) encapsulando
liposome as an farmacos
efficient anticancer conjugados con
drug delivery aptamero de
vehicle targeting RNA que
cancer cells in reconoce PSMA
vivo.
Diagnosis of (Fan etal., | RNA Nanoburbujas Entrega de
prostate cancer 2016) acopladas a | nanoburbujas
using anti-PSMA aptdmeros con | con aptameros
aptamer A10-3.2- DSPE-PEG para el
oriented lipid modificado, in | diagndstico del
nanobubbles. vitro e in vivo | CaP

para mejorar

imagen
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Planteamiento del problema

La comunicacion ESTROMA-EPITELIO tiene un papel importante en la progresion
tumoral del CaP ya que se secretan factores de crecimiento y proteinas que
modulan vias de sefializacion de manera autocrina y/o paracrina. Dentro de estas
proteinas secretadas, la proteina SFRP1 participa en la comunicacion ESTROMA-
EPITELIO promoviendo la progresion tumoral del CaP (Joesting, Perrin, Elenbaas,
Joesting, et al., 2005). Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio sugieren
que SFRP1 podria modular indirectamente la expresion de TMPRSS2-ERG y que
SFRP1 podria participar en la progresion de la enfermedad. Sin embargo, mas
estudios son necesarios para determinar por completo cual es el mecanismo de
accion de SFRP1 sobre la fusion TMPRSS2-ERG.

En cuanto al desarrollo de nuevas terapias farmacolégicas, el gen de fusion
TMPRSS2-ERG se ha convertido en un blanco molecular de interés en la
investigacion. Esto se debe a que se expresa en aproximadamente el 50 % de los
tumores de CaP y participa en eventos de migracion celular y de transicion epitelio-
mesénquima (EMT) (Tomlins et al.,, 2005). Las estrategias farmacologicas que
buscan regular o abatir la expresion de TMPRSS2-ERG han sido desarrolladas
enfocandose principalmente en disminuir la expresion de este gen de fusion a través
de la modulacién de la actividad del AR. Este enfoque se basa en que el gen
TMPRSS?2 tiene elementos de respuesta a andrégenos y a que su expresion puede
ser modulada por la activacion del AR. Si bien este enfoque tiene la ventaja de que
se podrian usar los farmacos convencionales para el tratamiento del CaP, dichos
farmacos no han sido totalmente efectivos para curar la enfermedad (Graff et al.,
2015). Para mejorar el tratamiento farmacologico del CaP, otras terapias
moleculares han sido investigadas buscando ser célula-especificos. Esto se ha
logrado mediante el uso de RNA'’s de silenciamiento, transfecciones estables o
infeccion con agentes virales no patogenos (Dassie et al., 2014). Las herramientas
terapéuticas mas innovadoras actualmente son los vectores a base de liposomas,
anticuerpos monoclonales, particulas virales, CRISPR-Cas9, y recientemente los

aptameros. La naturaleza nucleica de los aptameros les permite formar diversas
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estructuras tridimensionales que son Utiles para acoplarse a casi cualquier tipo de
molécula. En CaP, los aptameros disefiados para reconocer y unirse a la proteina
de membrana PSMA han mostrado ser altamente especificos tanto en modelos in
vitro como en modelos in vivo. Sin embargo, existen células de CaP que no
expresan PSMA,; aproximadamente el 50 % de los tumores de CaP no expresan
PSMA (Yin etal.,, 2011). Tomando en cuenta que existe una poblacion de
aproximadamente el 50 % de los tumores de CaP que son positivos a la expresion
del gen de fusion TMPRSS2-ERG; es necesario desarrollar un farmaco inteligente
que pueda reconocer a este tipo de células cancerosas. Un aptamero podria
contribuir al desarrollo de dicho farmaco, para acoplarse a un farmaco o a un
sistema de silenciamiento dirigido contra TMPRSS2-ERG. En la segunda etapa de
esta tesis, comenzamos a realizar ensayos piloto como parte de un proyecto para
obtener una quimera APTAMERO-siRNA que reconozca especificamente a las
células VCaP que expresan el gen de fusion TMPRSS2-ERG. El desarrollo de esta
herramienta molecular podria ser de gran utilidad en el tratamiento farmacolégico
de los tumores de CaP positivos al gen de fusion TMPRSS2-ERG. Los resultados
que se presentan en esta tesis ayudaran a entender nuevos mecanismos
moleculares en la progresiéon tumoral del CaP, contribuyendo posiblemente, tanto al

diagnéstico como al desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas en CaP.
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Hipdtesis

La proteina SFRP1 regulara la expresion del gen de fusion TMPRSS2-ERG in vitro

e in vivo en CaP.

Objetivos

General

Determinar el efecto de la proteina SFRP1 sobre células de CaP que expresan el
gen de fusion TMPRSS2-ERG.

Particulares

Determinar la expresion y correlacion entre SFRP1 y TMPRSS2-ERG en
CaP.

Medir el efecto de la proteina SFRP1 sobre la viabilidad en células de CaP.
Determinar la actividad transcripcional del AR después del tratamiento con
SFRP1.

Analizar la accion que tiene SFRP1 sobre el ciclo celular y la apoptosis.
Determinar el efecto que tiene SFRP1 sobre la migracion y la invasion celular.
Determinar el efecto de la proteina SFRP1 sobre el crecimiento celular de un
xenotransplante murino de CaP.

Seleccionar un aptamero que se una y se internalice especificamente en

células de CaP que expresan el gen de fusion TMPRSS2- ERG.
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Materiales y métodos

Analisis de las bases de datos

El andlisis interactivo de perfiles de expresion génica se utilizé para identificar la
expresion del perfil SFPR1 entre tejidos normales y de cancer de prostata (28). Se
utilizé el portal cBioPortal para determinar la posible correlacion entre los niveles de
expresion de ERG y SFPR1 en tumores de cancer de prostata (Cerami et al., 2012;
Gao et al., 2013).

Cultivo celular

Las células LNCaP (células sensibles a andrégenos derivadas de una lesion
metastasica en nddulo linfatico supraclavicular), VCaP (células sensibles a
androgenos derivadas de una lesion metastasica en vertebra, expresan el gen de
fusion TMPRSS2-ERG) y PC3 (células insensibles e independientes de andrégenos
derivadas de una lesion metastasica a hueso, no expresan AR) se adquirieron en
ATCC (Manassas, Estados Unidos). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) suplementado con suero fetal bovino (SFB)
(BioWest, origen sudamericano), al 10 % en una atmosfera de 37 °Cy 5 % de COa.
La linea celular RWPE-1 (células derivadas de tejido epitelial prostatico no
canceroso) se adquiri6 de ATCC y se cultivd en medio libre de suero de
queratinocitos (Lonza, Allendale, NJ, EE. UU.). La linea celular PrSC (células
derivadas de tejido estromal prostatico no canceroso) se adquiri6 de LONZA y se
cultivd en medio basal de células estromales (LONZA). Cuando las células se
trataron con la hormona DHT se usG0 medio RPMI sin rojo fenol (Sigma)
suplementado con 5 % de SFB filtrado por carb6n (LONZA).

Tratamientos

Se realizaron tratamientos con la proteina SFRP1 (SIGMA) a una concentracion de

0.01 nMy con 0.1 % de una solucion amortiguadora de BSA usada como vehiculo.
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La hormona DHT se us6 a una concentracion de 0.01 nM (SIGMA) diluida en etanol
grado biologico al 0.1 %. El vehiculo en las condiciones CONTROL se prepard con
0.1 % de BSAy 0.1 % de etanol v/ v en medio de cultivo.

RT-qPCR

Las células se sembraron en frascos de cultivo de cuello angulado de 25 cm? a 1 x
108 células, excepto las células VCaP las cuales fueron sembradas a 1,5 x 10°
células. 25 horas después de los tratamientos, las células se colectaron de los
matraces para extraer el ARN y las proteinas. La extraccién de ARN se realiz6 con
el kit RNAeasy (Qiagen, Hilden Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. A continuacion, se obtuvo ADNc (ADN complementario) mediante un
ensayo de retro-transcripcion utilizando el kit de sintesis (Thermofisher, EE. UU.).
Para los ensayos de RT-gPCR se utilizaron las siguientes sondas tipo tagman:
GAPDHH (Hs02758991 g1), KLK3 (Hs02576345 _m1), AR (Hs00171172_m1),
TMPRSS2 (Hs03063375_ft), HG0553131m1, H1 (Massachusetts, Estados Unidos).

Western Blot

La extraccién de proteinas se realiz6 con buffer comercial RIPA (SIGMA). Las
proteinas se cuantificaron con el sistema EZQ (BioRad, California, EE. UU.). Los
ensayos de transferencia Western Blot se realizaron siguiendo los pasos canénicos
para esta técnica, excepto por ligeras modificaciones que se indican a continuacion.
Las proteinas se procesaron en geles de poliacrilamida al 12% y la electroforesis se
realizd a 100 V durante 1,5 h. Se uso un sistema semiseco para la transferencia de
las proteinas a la membrana de PVDF a 15 V durante 30 minutos. Luego, se bloqued
la membrana con leche al 5 % durante 2 horas. Después de los lavados, se
agregaron los anticuerpos primarios usando leche al 1 % e incubando durante toda
la noche en un agitador a 4 °C. Al dia siguiente, la membrana se incubd con los
anticuerpos secundarios en leche al 1% durante 2 horas a temperatura ambiente.

Al final, se realizaron lavados con buffer TBST 1X con tween y se tomaron
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fotografias de la membrana después de incubarla con el sistema de revelado de
proteinas HRP Luminata Forte (Merck, Darmstadt, Alemania) durante 3 minutos.
Los anticuerpos primarios fueron: AR 1: 1000 (Abcam, ab9474), ERG 1: 1000 (Santa
Cruz, sc-354) y GAPDH 1: 1000 (Abcam, abh8245).

Inmunofluorescencia

Las células se sembraron en placas de 8 pozos Millicell EZSlide (Millipore,
Massachusetts, EE.UU.) a 1x10° células por pozo. Después de los tratamientos, los
portaobjetos EZ con las células se incubaron con el anticuerpo primario AR (ab9474)
durante toda la noche. Después, se afiadio el anticuerpo secundario acoplado a un
fluoréforo ALEXA. Finalmente, se tomaron fotografias en un microscopio confocal
usando al menos tres campos diferentes a un aumento de 40X y 10X para cada

tratamiento.

Viabilidad celular

Las células se sembraron en placas de 96 pozos a 1 x 10* células por pozo. 48
horas después del tratamiento en las células LNCaP y, 96 horas después del
tratamiento en las células VCaP, se afiadieron 10 pl del reactivo MTT (SIGMA) por
pozo, y las células se incubaron a 37 °C y a 5% de CO:z durante 2 horas. Después
se retird el medio de cultivo con MTT y se afiadieron 100 pl de DMSO (Applichem,
Darmstadt) para solubilizar los cristales de formazan, esto en las células LNCaP. En
las células VCaP, el medio RPMI no se retiré después de agregar e incubar con el
MTT. En VCaP se agregaron 100 ul de SDS al 10% por pozo para solubilizar los
cristales de formazan durante toda la noche. En ambos casos, después de

solubilizar los cristales de formazan, la absorbancia se leyo a 575 nm.
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Ensayos de citometria

Se sembraron 1 x 10° células en frascos de cultivo de cuello angulado de 25 cm?,
excepto en las células VCaP (1,5 x 10° células). 48 y 72 horas después de los
tratamientos, las células se tripsinizaron suavemente cuidando evitar la lisis celular.
La citometria se realiz6 con el kit comercial de ciclo celular (BD Biosciences,
California, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usé nocodazol
(Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) a 1 uM para detener el ciclo celular en la fase G2.
Se utilizé la mitad de la poblacion celular para realizar los ensayos de apoptosis. En
este caso, las células se procesaron usando el kit comercial Annexin V-FITC
(Thermo Fisher Scientific, V13242) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
uso el reactivo 2-amino-N-quinolin-8-il-bencenosulfonamida (QBS) (SIGMA) como
inductor de la apoptosis. Las lecturas se realizaron en el equipo Attune (Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA) tanto para los ensayos de ciclo celular

como para los ensayos de apoptosis.

Ensayo de migracion celular

Los ensayos de migracioén o de sanacion de la herida se realizaron usando 1 x 10°
células por pozo en placas de 6 pozo pre-tratadas con poli-L-Lisina para fomentar
la adherencia celular. Cuando las células alcanzaron la confluencia, se rasgo la
monocapa celular en el fondo de cada pozo de la placa usando una punta de pipeta
de 10 pl. Después, tratamos a las células y se dio seguimiento al cierre de la herida
cada 24 horas. Se tomaron fotos y se realizd un analisis de las imagenes utilizando

el software Image J (version 1.52)).

Invasidn celular (sistema xCELLigance)

Se sembraron 4X10* células VCaP con 150 pl de medio DMEM y 10% de SFB. Es
importante anotar que previamente se realizo la calibracion de la placa del equipo
con 30 pl de DMEM y SFB durante 30 minutos. Se afiadieron 20 ul de una matriz

comercial que simula la matriz extracelular y se conoce como matrigel. Se usé una
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proporcion 1:1 durante 30 minutos hasta que la matriz se polimerizé.
Posteriormente, se realizé una lectura inicial para establecer la sefial de fondo, y
luego se procedié a sembrar las células. Esto se realizé 2 horas antes de comenzar
la lectura para permitir la adherencia de las células en la matriz, y en seguida se
iniciaron los tratamientos. Las lecturas se realizaron en tiempo real en el cultivo
celular cada 15 minutos durante 72 horas utilizando el quipo xCELLigence RTA
(ACEA Biosciences, San Diego, California, EE. UU.).

Modelo murino de xenotransplante (VCaP)

Se inocularon 3,5 x 10° células VCaP en la parte posterior del lomo en doce ratones
BALB/c nu/nu con una edad de 4 a 6 semanas. Se colectd sangre de la cola de los
ratones por goteo para medir las concentraciones de PSA humano mediante un
ensayo de ELISA. Cuando los ratones desnudos desarrollaron tumores con un
tamario de 250 mm3, se dividieron en dos grupos de tratamiento (3 ratones en cada
grupo): 1) Vehiculo y 2) SFRP1, después de la cirugia de castracion. Una semana
después de la castracion, los ratones se aleatorizaron en dos grupos: 1) grupo
control (tratados con PBS como vehiculo) y 2) grupo problema (tratados con 50 pl
de SFRP1 0.01 nM). La proteina SFRP1 y el vehiculo se administraron por via
subcutanea alrededor del tejido tumoral una vez por semana durante 10 semanas.
Cumplido ese tiempo, se sacrificaron los ratones y se colectaron los tejidos
tumorales para analizar la expresion del ARN mensajero por RT-gPCR, vy las
proteinas por W.B. e inmunohistoquimica (IHC). Todos los procedimientos con
animales se realizaron de acuerdo con las pautas de uso y cuidado de animales de
los NIH (EE. UU.) y el comité institucional local: Comité Interno de Cuidados de
Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Cancerologia (CICUAL-INCan)

con respecto al uso ético de animales experimentales.
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Cuantificacion del PSA por ELISA

La sangre de la cola se recogio frotando y goteando suavemente la cola de los
ratones hasta obtener un volumen aproximado de 400 ul. La recoleccidon de la
sangre se realizd en tubos microtainer amarillos (BD, Nueva Jersey, EE. UU.). Una
vez que se obtuvo el suero por centrifugacion, se almacenaron las muestras en un
tubo nuevo a -70 °C hasta que se recolectaron todas las muestras. Para realizar el
ensayo de ELISA se utilizo el kit comercial de ELISA para PSA (ABNOVA, China)

siguiendo el protocolo establecido por el proveedor.

Inmunohistoquimica (IHC)

Secciones de los tejidos de los tumores de los xenotransplantes murinos fueron
previamente embebidos en bloques de parafina. La desparafinacion se llevé a cabo
a 65 °C (temperatura de fusién de la parafina) durante 15 minutos, seguido de dos
pasos a través de xilol durante 15 minutos, etanol al 100 % (dos veces) y etanol al
70% durante 5 minutos. Posteriormente, los tejidos se rehidrataron con dos lavados
usando PBS 1X durante 5 minutos. Los tejidos se incubaron en buffer amortiguador
de citrato durante 10 minutos en una olla a presion para recuperar el antigeno. Se
dejaron enfriar los tejidos durante 15 minutos, y luego se bloqueé la peroxidasa
enddégena con la solucion de bloqueo de peroxidasa (Bio BS) en una camara
hameda (dos veces) durante 30 minutos. Los tejidos se lavaron con PBS 1X y se
incubaron con la solucién de bloqueo general (Bio BS) en una camara humeda
durante 40 minutos. Los tejidos se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes a 4 °C en una camara humeda durante toda la noche.
Posteriormente, los tejidos se lavaron con PBS 1X para eliminar el exceso de
anticuerpo primario, y se incubaron con el anticuerpo secundario y, posteriormente
con el polimero (MACH 3 Rabbit HRP Polymer Detection, BIOCARE) en una cAmara
hameda durante 10 minutos. Los tejidos se lavaron con PBS 1X para eliminar el
exceso de anticuerpo secundario. Los tejidos se incubaron con diamino-bencidina

(DAB) diluida en buffer amortiguador de diamino-bencidina (1: 100) y se realiz¢ la
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deteccion de proteinas. Una vez que se detecto la sefial, la reaccion se detuvo con
PBS 1X. Los tejidos se contra-tifieron con hematoxilina y se dejaron secar. Los
tejidos se montaron con medio de montaje (permount) para después visualizarlos
en un microscopio (Olympus BX51). Los anticuerpos usados fueron anti-ERG
(SANTACRUZ, sc-354) y anti-Ki-67 (ABCAM, ab16655).

Diseno de una libreria de aptameros

Se disefid una libreria de aptdmeros de RNA con una extension total de 76
nucledtidos la cual tuvo secuencias conocidas en los extremos 5’ y 3’. Previo al
disefio, se consulté la literatura para obtener referencias que tuvieran abordajes

similares a lo propuesto en este trabajo.

Libreria de aptameros

Secuencia: 5rUrArG rGrGrA rArGrA rGrArA rGrGrA rCrArU rArUrG rArU rN30
rUrUrGrA rCrUrA rGrUrA rCrArU rGrArC rCrArC rUrUrG rA3’

Caracteristicas: 76 bases de RNA; r: RNA; N: nucleétidos aleatorios; 30: 30 bases
de RNA; escala: 250 nmol, purificacién DST.

Oligonucledétido para la retro-transcripcion (RV):
5 TCAAGTG GTCATG TACTAGTCAAZ
Oligonucleétidos usados en la PCR:

1. T7-B213:
5TAATACGACTCACTATAGGGAGATAGGGAAGAGAAGGACATATGATY
BIOTILNILADO (46 nucleotidos); escala: 200 nmol, purificaciéon HPLC.

2. RV (RV): 5 TCA AGT GGT CAT GTACTAGTC AA 3

Caracteristicas: ambos oligos fueron BIOTINILADOS (23 nucledtidos); escala:
200 nmol, purificacion HPLC.
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cell-SELEX (variante de internalizacion)

El esquema general del proceso de seleccién se presenta en la Figura 20. Se
sembré en una placa de 6 pocillos con 3 x 10° células VCaP en un pozo y 3 x 10°
células no cancerosas RWPE-1 (para la seleccion negativa) en otro pozo de la
misma placa, y se les permiti6 alcanzar una confluencia superior al 70 %.
Posteriormente, se agregaron 2 ul de la biblioteca de aptdmeros a una
concentracion 1 uM para que la concentracion final por pozo fuera de 100 nM
(prepararlo en 2 ml de medio DMEM sin suero fetal bovino). Se incub6 a 95 °C antes
de agregarlo a las células, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se agregé a las
células no cancerosas incubando en agitacion suave durante 30 minutos a 37 °Cy
5 % de CO2. Posteriormente, se recupero6 el sobrenadante (aptameros que no se
unieron a las células de CaP y se almacenaron a -20 °C). Se agreg0 el sobrenadante
a las células de CaP y se incubaron las células durante 30 minutos a 37 °Cy 5 %
de COz. Se retir0 el sobrenadante y se afiadieron 2 ml de NaCl 0,5 M (en PBS 1X)
incubando durante 5 segundos, se retir0 inmediatamente el sobrenadante para
evitar la lisis celular. Este ultimo paso fue para eliminar los aptameros unidos a la
membrana y para recuperar solo los aptameros que lograron internalizarse a las
células. Se agregd 1 ml de trizol a cada pozo de la placa y se procedié con la
extraccion de ARN usando el método de trizol-cloroformo. Una vez finalizada la
extraccion, se cuantificd el RNA y se realizé un ensayo de retro-transcripcion (RT)
usando 500 ng de RNA. La RT se llevo a cabo con el kit comercial de alta capacidad
(High-Capacity cDNA Reverse Transcription) siguiendo las instrucciones del
fabricante y utilizando el oligo RV-T7. Posteriormente, la PCR se realiz6 a partir de
2 microlitros del producto RT utilizando el kit comercial Gold Tag (ADN polimerasa
AmpliTaq Gold™), siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando los oligos
FWD-PCR-SEQ y RVD-PCR-SEQ. Las concentraciones de cada uno de los
componentes de la mezcla de la reaccidn se pueden consultar a continuacion en la
Tabla 11.
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Tabla 11. Componentes de la mezcla de reaccion de PCR

COMPONENTE VOLUMEN POR

REACCION (ul)
Agua 22
Buffer PCR Gold 10X 5
MgClI2 25 mM 3
dNTP’s 10 mM 4
T7 B213 (10 pM) 5
RV (10 pM) 5
Templado (cDNA) 5
Enzima AmpliTaq GOLD 1
Volumen final 50

Las condiciones del termociclado se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Temperaturas del termociclado

PASOS TEMPERATURA °C | TIEMPO (MIN)
Inicio 94 10
Desnaturalizacién (25 ciclos) 94 1
Alineamiento (25 ciclos) 60 1
Elongacion (25 ciclos) 72 1
Final de la reaccion 72 10

El producto de PCR se evalué mediante un gel de electroforesis con las siguientes

condiciones:

e 10 microlitros de producto de PCR
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e Concentracion de gel a 2,5 %
e Voltaje: 75V

e Tiempo: 2 horas

Los 40 microlitros restantes del producto de PCR se purificaron con el kit comercial
(MiniElute PCR Purification). Una vez realizado esto, se procedid a la
secuenciacion, para ello se requirié de al menos 10 ng/ul de la muestra.

Células de prostata no
cancerosas (selecciéon

negativa): [ Células de CaP (seleccion
) | positiva):
7 J\__ PC3,LNCaP, DU145, 22rv1,

| VCaP, C4-2B, DuCaP.

ssRNA que no "; —

o ) se unieron 4
Solo al inicio, a la mitad

y al final de la seleccidon
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Figura 20. Esquema general del proceso de selecciéon de aptdmeros mediante la técnica de cell-
SELEX (variante de internalizacion).

Determinacion de la secuencia del aptamero

Se realiz6 un analisis piloto de la identificacion de las secuencias obtenidas antes
de realizar un analisis global de todas las secuencias de aptameros. Para esto, se

realizd una secuenciacion de nueva generacion a partir de los productos de PCR
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provenientes del cell-SELEX. Posteriormente, la informacion obtenida fue filtrada,
ordenada, y agrupada para realizar un analisis de homologia de secuencias. Se
seleccionaron los candidatos de las secuencias homologas entre si, y se realiz6 un
analisis para evaluar la termodindmica y las conformaciones estructurales 2D y 3D.
Aquellos aptameros con menor energia libre y con mayor nimero de plegamientos
serian los candidatos para la sintesis y las pruebas de validacidn. La cuantificacion
de los productos de PCR se realizé por fluorometria. Se realizé electroforesis
automatizada y lectura de fluorescencia capilar. Se prepararon las librerias de DNA.
Se realiz6 secuenciacion MySeq por sintesis a 30 ciclos y con una profundidad de
70, 000 lecturas por muestra. Se realizo el filtrado de los datos provenientes de las
lecturas R1 y R2 de la secuenciacion, y se convirtieron a formatos tipo FASTA. Se
realizo la depuracion de las secuencias con el software PSPad. Las secuencias se
almacenaron en un nuevo archivo TXT para realizar el alineamiento. El alineamiento
de las secuencias se realizd mediante la herramienta  Clustal
Omega/DNA/OUTPUTSELEX. Esta plataforma realiza cladogramas que permiten
ordenar las secuencias e identificar si existian agrupamientos por familias de
secuencias homologas. Se seleccionaron ejemplos de secuencias candidato de
cada familia y se realiz6 un modelamiento de estructuras en 2D usando el programa
RNAfold Web Server. Se tom6 una de las secuencias con mejor relacion de energia
libre y plegamientos para realizar un modelo en 3D con la plataforma RNA

composer.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de cada ensayo fueron analizados y graficados en el software
GraphPad Prism 5 (Software GraphPad, Version 5.01, La Jolla, CA, EE. UU.). El
analisis de los datos de RT-gPCR se realizd utilizando el método 2" (—delta CT
delta). El analisis estadistico de los niveles relativos de expresion génica se realiz
mediante un analisis ANOVA unidireccional seguido de una prueba post-hoc de

Tukey. Los valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Resultados

Expresion de SFRP1 en células no malignas y de cancer de prostata

Se evaluo el perfil de expresion de SFRP1 entre tejidos normales y cancerosos de
CaP usando la plataforma GEPIA la cual comprende en total una fuente de datos
de 9,736 tejidos tumorales y 8,587 muestras de tejidos normales provenientes de
los proyectos TCGA y GTEx (Tang et al., 2017). Se observaron niveles altos de
SFRP1 en tejidos de préostata normales, pero niveles bajos en muestras de cancer
de préstata (Figura 21 A). Posteriormente, se investigo la expresion de ARNm de
SFRP1 en células de prostata no malignas y células de CaP (Figura 21 B). Las
células de CaP expresaron niveles mas bajos de SFRP1 en comparacion con las
células normales de prostata: RWPE-1 (epitelial) y PrSC (estromal). Sin embargo,
se observo una expresion diferencial entre las células VCaP (positivas a TMPRSS2-
ERG) y las células LNCaP (negativas a TMPRSS2-ERG). Aunque ambas lineas
celulares tienen baja expresion de SFRP1, las células VCaP presentaron una mayor
expresion de SFRP1 en comparacion con las células LNCaP (Figura 21 B). Se
realizd un analisis de co-expresion de SFRP1 y ERG en 494 muestras de
adenocarcinomas de prostata usando la base de datos en internet TCGA (Foronjy
et al., 2010). Como se esperaba, se confirmd una baja correlacidon positiva entre
SFRP1 y la expresion de ERG (Spearman (0, 26) y Pearson (0, 24) (Figura 21 C).
Solo el 1.8 % (9 biopsias) de las muestras tuvieron amplificacion de SFRP1, y 3.5
% tuvieron delecién de SFRP1. Estos datos abrieron la puerta para evaluar el efecto

de la proteina SFRP1 exdégena.

Efecto de la proteina SFRP1 exdgena sobre la actividad transcripcional del AR

Para determinar si la proteina SFRP1 exdgena podria tener algun efecto sobre las
células de CaP positivas a TMPRSS2-ERG, se realizaron ensayos para medir
indirectamente la actividad transcripcional del AR a través de genes que cuentan

con secuencias ARES (Elementos de Respuesta a Androgenos, en espafiol). Se
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trataron a las células con 5a-dihidrotestosterona (DHT) como control positivo y con
la proteina recombinante exdgena SFRP1. La concentracion de SFRP1 se eligid
con respecto a la concentracion mas baja de DHT que tuviera un aumento
significativo en la viabilidad celular; esto para representar el contexto fisiol6gico
donde las concentraciones mas bajas de proteina podrian contrarrestar o potenciar
el efecto de la hormona DHT. Después, se evalud la expresion de los genes que
responden a androgenos como KLK3 (gen que codifica para PSA) y ERG (producto
funcional de fusibn TMPRSS2-ERG) en células LNCaP y VCaP, respectivamente.
En las células LNCaP, el tratamiento con SFRP1 no modificé la expresion de KLK3
tanto a nivel de ARN mensajero como a nivel de la proteina, pero en combinacion
con DHT, SFRP1 parece contrarrestar el efecto de DHT (Figuras 22 A-C). De
manera interesante, en las células VCaP; contrariamente a lo observado en las
células LNCaP, la adicion de la proteina SFRP1 aumento la expresion de ERG
(Figuras 22 D-F). Para determinar si SFRP1 promueve la expresion de ERG a
través de la translocacidon de AR, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia y
se observé que SFRP1 promueve la translocacién de AR al ndcleo celular de
manera similar al efecto ejercido por la hormona DHT (Figura 22 G). Para demostrar
si este efecto se debia a la translocacidén de AR o a la expresion de AR, también se
determind la expresion de AR después del tratamiento con SFRP1. Se encontré que
SFRP1 disminuyé la expresion de AR en las células VCaP de la misma forma que
en reportes cientificos publicados anteriormente (Figura 22 H).
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Figura 21. Expresion de SFRP1 en células no cancerosas de prostata y en células de cancer de
préstata. A) El nivel de expresion de SFRP1 es mas bajo en el tumor de cancer de prostata (PRAD,
rojo), pero aumenta en los tejidos normales (PRAD, negro). B) Expresion diferencial de SFRP1 en
diferentes lineas celulares de préstata. La expresion de SFRP1 en células VCaP (positivas al gen de
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basales, * p<0.0122, ** p< 0.0019. C) Analisis de co-expresion de ERG y SFRP1 en 494 muestras
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Efecto de SFRP1 sobre |a viabilidad y el ciclo celular

En las células LNCaP, el tratamiento con SFRP1 disminuyd la viabilidad celular al
88,9 % y cuando se traté en conjunto con DHT, la viabilidad celular disminuyé un
22% (Figura 23 A). En linea con eso, SFRP1 disminuy6 el nUmero de células en
fase S de 25.6 % a 8.8 % y aumento el nUmero de células en fase G1 de 65.5 % a
74.2 % (Figura 23 B y Tabla 13). Sin embargo, en las células VCaP, no se
observaron cambios significativos ni en la viabilidad celular ni en el ciclo celular
después del tratamiento con SFRP1. Solo se observé un aumento significativo en

la viabilidad celular con el tratamiento de la hormona DHT, en este caso la viabilidad
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celular al 100 % representa a las células vivas en condiciones normales sin ningun
tratamiento (Figuras 23 C-D y Tabla 14). También se evalu6 mediante ensayos
FACS si SFRP1 pudiera proteger a las células de la apoptosis; sin embargo, no se
observaron cambios significativos en comparacion con el vehiculo. Por lo tanto, se
realizé un ensayo de viabilidad celular para investigar el efecto potencial de SFRP1
en las células de CaP que no expresan AR o TMPRSS2-ERG. Como se esperaba,
no se observo ningun efecto sobre las células PC3 (AR negativo) y sobre las células
RWPE-1 (células epiteliales no cancerosas) (Figuras 23 Ey 23 F). Estos resultados
sugieren que SFRP1 podria estar afectando a otro tipo de caracteristica neoplasica
como la migracion celular, y dicho efecto podria ser exclusivo de las células VCaP
positivas a ARy a TMPRSS2-ERG.
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Figura 23. Efectos de SFRP1 sobre la viabilidad celular y sobre el ciclo celular. Las células fueron tratadas con
DHT (0.01 nM) y SFRP1 (0.01 nM). La viabilidad celular se midi6 con el ensayo de MTT vy el ciclo celular se
determin6 por citometria de flujo con loduro de Propidio IP. A) Células LNCaP, * p<0.01 vs vehiculo (A-D).
Efectos de SFRP1 sobre la viabilidad celular en células PC3 y RWPE-1 (E-F). En los ensayos de citometria, las
células LNCaP, PC3 y RWPE-1 fueron tratadas durante 48 horas y VCaP durante 72 horas. Se utilizé nocodazol
como agente de arresto del ciclo celular en la fase G2 a 1 uM.
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Tabla 13. Ciclo celular en las células LNCaP

Fase (ciclo celular) Vehicle DHT SFRP1 SFRP1 + DHT | Nocodazole
Gl 65.5% £ 3.8 | 45.1% +8.5** | 74.2% + 0.47 62.6% + 2.8 53.6% + 1.69
S 25.6% +2.6 | 45.1% +11.5* | 8.8% +0.81 254% +2.4 18.8% +1.35

G2 89%+1.7 | 10.7%+3.05 | 17%+0.45 12% +0.60 | 27.6% +0.23 *

Los datos son el promedio * s.d. de un experimento representativo realizado por triplicado (*p <0,005; prueba t
de Student de los tratamientos en comparacion con el vehiculo).

Tabla 14. Ciclo celular en las células VCaP

Fase (ciclo Control DHT SFRP1 SFRP1 + DHT | Nocodazole
cellular)
Gl 75.6% +0.2 | 73.05% +2.2 | 77.21%+0.5 | 71.95%+3.1 | 79.31% +0.2
S 9.0% +0.1 | 12.04% +3.2 | 7.66%+03 | 12.76% +2.4 7.36% = 0.2
G2 15.3% +0.3 | 1491%+1.1 | 1512% +0.1 | 15.29% +1.6 | 13.34% + 0.07

Los datos son el promedio * s.d. de un experimento representativo realizado por triplicado (*p <0,005; prueba t
de Student de los tratamientos en comparacion con el vehiculo).

Efecto de SFRP1 sobre la migracidon y sobre la invasion celular

Se decidi6 continuar evaluando si SFRP1 pudiera tener un efecto sobre la migraciéon
en las células VCaP (positivas a TMPRSS2-ERG) midiendo la sanacion de herida
durante 96 h. Después de realizar el ensayo, se observd un aumento en la migracion
celular en las células tratadas con SFRP1 en comparacion con el vehiculo (Figuras
24 A-B). Para evaluar si el efecto de la proteina SFRP1 sobre la migracion celular
podria también promover la invasion celular, se utilizé un sofisticado sistema de
medicion en tiempo real llamado xCELLigence, y se encontré que SFRP1 también
aumento la invasion de las células VCaP. Se registr6 la invasion celular en tiempo
real cada 15 minutos durante 72 horas, y se observé un aumento de la invasién
desde las primeras horas del experimento (Figura 24 C). Ademas, SFRP1 aumentd
10 veces la expresion del gen LEF-1 el cual pertenece a la via de sefalizacion WNT
y que esta relacionado con la transicion epitelio-mesénquima EMT (Figura 24 D).
Finalmente, se realizaron experimentos de W.B. para evaluar dos marcadores EMT

y se observé una tendencia elevada en la expresion de la proteina N-cadherina y
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disminuir la proteina E-cadherina después de 24 horas del tratamiento con SFRP1
(Figura 24 E).
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Figura 24. Efecto de SFRP1 sobre la migracién y sobre la invasion celular. La migracién celular se evalué
mediante un ensayo de sanacion de la herida, las células VCaP se trataron durante 96 horas, y se observé un
aumento de la migracion (A-B). La invasion celular fue evaluada por el sistema xCELLigence, las células VCaP
se trataron durante 72 horas y la invasién se cuantificé en tiempo real cada 15 minutos, **** p<0,0001 (C).
Expresion de LEF-1 en células VCaP, ** p<0.0045 (D). Se muestran los W.B. para N-cadherina y E-cadherina,
(C1-C3 y T1-T3 indican las réplicas para cada tratamiento) (E). Las células fueron tratadas durante 24 horas
con DHT y SFRP1 (0,01 nM).
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Efecto de SFRP1 sobre un xenotransplante murino de VCaP

Realizamos una prueba piloto usando un modelo de xenotransplante murino
castrado, el cual se lleva a cabo usando células VCaP. Se evaluo el efecto de
SFRP1 in vivo en condiciones de deplecion hormonal. Se inocularon células VCaP
por via subcutanea en los ratones y cuando los xenotransplantes alcanzaron cerca
de 300 mm?3 se extrajeron los testiculos de los ratones. Después, se comenz6 el
tratamiento con SFRP1 administrado por via subcutanea rodeando el tumor, una
vez por semana durante diez semanas. Se observé que la proteina SFRP1
promovid el crecimiento de los xenotransplantes hasta aproximadamente 1000
mm?3. Ademas, en los xenotransplantes tratados con la proteina SFRP1 se
observaron cambios significativos para el marcador de proliferacion celular Ki67.
Tanto la cuantificacion de la sefial como el IRS (puntaje de inmunoreactividad) se
calcularon segun lo descrito por Parashar et al. (2019) y Fedchenko et al. (2014)
(Figuras 25 Ay B) (Fedchenko & Reifenrath, 2014; Parashar et al., 2019). Ademas,
durante las diez semanas de tratamiento, se recolecté sangre de la cola de los
ratones y se cuantificaron los niveles de PSA humano del tumor. En este caso, solo
se observo una tendencia hacia niveles mas altos de PSA en los ratones tratados
con la proteina SFRP1, pero no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (PSA en el grupo no tratado: 18.1 ng/ ml + 11.04 vs PSA en el grupo tratado:
61.6 + 48.5) (Figura 25 C). Después del tratamiento, se sacrificaron los ratones y
se recolecto el tejido de cada xenotransplante para medir ERG por IHC. Se
observaron mayores cantidades de proteina ERG en los tumores de los animales
gue recibieron la proteina SFRP1 (Figura 25 D). También se observé un aumento
significativo de ERG después del tratamiento con SFRP1 en los niveles de ARN

mensajero y proteina (Figuras 25 E-G).
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Figura 25. Efecto de la proteina SFRP1 en xenotransplantes de VCaP. El tratamiento con SFRP1 se realizé
cada semana durante 10 semanas. SFRP1 se aplic6 via subcutanea alrededor del tumor (50 pl a 0.01 nM) (A).
Foto representativa de cada xenotransplante en cada tratamiento. En IHC, se us6 Ki67 como marcador
indicativo de la proliferacién, el cual mostré un aumento en un aumento de 10X y 60X. La cuantificacion de Ki67
a 10X se graficé como la sefial de las células positivas * area, ** p< 0.008 (B). El PSA humano se cuantificé por
ELISA (C). Inmunohistoquimica de los xenotrasnplantes de VCaP, los tejidos se recolectaron en formalina, luego
se embebieron en parafina y se realiz6 una IHC para cuantificar ERG (D). Expresion de TMPRSS2-ERG (ARN
mensajero) y ERG (proteina) en los xenotransplantes de VCaP, * p<0.03 (ARNm) y * p<0.01 (proteina) (E-G).
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Cell-SELEX y PCR

Se realizaron ensayos piloto de SELEX los cuales serviran para desarrollar a futuro
una quimera aptamero-siRNA para reconocer células de CaP que expresan la fusiéon
TMPRSS2-ERG. En primer lugar, se realizé una PCR en punto final con diferentes
temperaturas de Tm para determinar asi cual podria ser la temperatura ideal para
realizar la amplificacion de los aptameros de la libreria que se usaria en los ensayos
posteriores. Se realizé un gel de agarosa con los productos de PCR y se observo

una mejor amplificacién cuando se us6 una Tm de 58 °C (Figura 26).

A partir de una RT de
una alicuota de la
libreria a una
concentracion 1 nM

100 pb

Gel de agarosa
1.5%

Figura 26. Gel de agarosa de los productos de PCR a diferentes Tm. Se evaluaron diferentes temperaturas de
Tm desde 52 °C hasta 60 °C. La flecha roja indica los productos de PCR a una temperatura de 58 °C.

Se seleccion6 la Tm de 58 °C y se realizé la PCR con los cDNA obtenidos de los
productos del cell-SELEX; sin embargo, no se observé amplificacion en los
fragmentos correspondientes a los aptameros que debieron unirse a las células
VCaP y LNCaP (Figura 27).
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Figura 27. Gel de agarosa de los productos de PCR del cell-SELEX. Se evaluaron los productos de

amplificacion de PCR de la seleccion de aptameros en células VCaP (linea 3), células LNCaP (linea 5).

Para mejorar el proceso de cell-SELEX se repiti6 el ensayo modificando las
condiciones de concentracion de la libreria y modificando el tiempo de exposicion
de la libreria con las células. Se colocaron dos concentraciones de la libreria, una a
1 nMy laotra a 10 nM. Ademas, se aumento el tiempo de exposicidon de la libreria
con las células pasando de 30 a 45 minutos en una incubadora a 37 °C, 5 % de COz

y en agitacion suave.

Purificacion de las bandas de DNA

Una vez que se logré la amplificacion de los aptdmeros producto del cell-SELEX, se
purificaron del gel aquellas bandas cuyo peso molecular correspondia con el tamafio
de los aptameros (76 nucledtidos). Para esto, se utilizo el kit comercial (MinNiIELUTE

Gel de Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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cell-SELEX (nuevas condiciones)

Se realizaron cambios a las condiciones de concentracion y tiempo de incubacion
del cell-SELEX, esto fue con la finalidad de obtener la amplificacién de los

aptameros que se unieron a las células VCaP.

Condiciones que se modificaron:

* Mayor tiempo de incubacion con la libreria: 45 min.
* No se realiz6 seleccidn negativa con LNCaP

* Se probaron 2 concentraciones de la libreria: 1 nM y 10 nM.

Después de realizar los cambios, se observaron bandas que podrian corresponder
a los aptameros; sin embargo, en este ensayo no se realizd una seleccion negativa
(Figura 28).

1 2 3 4 56 7

BANDAS
1. MARCADOR 100 pb

2. MARCADOR 1000-10 000
pb

3. LIBRERIA DE APTAMEROS
4. APTAMEROS VCaP (1 nM)
5. SOBRENADANTE VCaP (1

nM)

6. APTAMEROS VCaP (10
nM)

7. SOBRENADANTE VCaP (10
nM)

Figura 28. Gel de los productos de cell-SELEX con cambio en las condiciones en VCaP. Se evaluaron diferentes
muestras de la seleccion SELEX a concentraciones 1nM y 10nM. En la linea 3 se muestra el perfil de bandeo

de la libreria de aptdmeros sin amplificacion.
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Secuenciacién y analisis

Una alicuota de los aptameros obtenidos a una concentracion de 90 ng/ul se entregé
al area de secuenciacion del INMGEN. Después de la lectura de secuenciacion, se
obtuvieron 2 archivos: el archivo R1 y el archivo R2. Los datos de secuenciacién

fueron analizados de la siguiente manera:

1. Los archivos de secuenciacion pueden o no estar comprimidos, de estar
descomprimidos, es necesario descomprimirlos para tener acceso a los
formatos FASTQq.

2. Se descargo0 el programa PSPad, el cual pudo obtenerse de manera gratuita
desde el siguiente enlace de internet:

https://en.softonic.com/download/pspad/windows/post-download

3. Una vez instalado el programa, se abri6 el archivo desde la carpeta y no
desde el programa. Se realizé siguiendo la siguiente ruta: EQUIPO/UNIDAD
C/ARCHIVOS DE PROGRAMA/PSPAD.

4. El programa abre un texto en el que se pueden las identificar diferentes
secuencias, con las siguientes etiquetas:

a. IDENTIFICADOR
b. SECUENCIA

c. +

d. CALIDAD

5. Se buscaron en todo el documento las secuencias que corresponden a las
secuencias de los aptameros.

6. Se copiaron todas las secuencias y se pegaron en un archivo nuevo TXT

para realizar el alineamiento.

Se obtuvieron méas de 60,000 secuencias de aptameros después del filtrado de los
datos. Posteriormente, se seleccionaron 10 secuencias para los ensayos piloto, y
se analizaron mediante la herramienta por internet Clustal
Omega/DNA/OUTPUTSELEX (Figura 29).
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—————————— TTCGCAAAACCTCACTTACTGATACCGAAG
—-ATCGTTGGTTGATCACCTTAGCGTGTGTTG-————————
——————— C--GGCCACCACTAGAGTCCCGAGCAACCCAA-
-—-GCA----AAAGTACTTGTGGGAGTGAAATGCGCC-——
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Figura 29. Alineamiento de 10 secuencias de aptdmeros. Se muestran las regiones aleatorias de los

aptadmeros compuestas de 30 nucleétidos. El analisis se realizé con la plataforma Clustal Omega la cual permite

alinear hasta 4,000 secuencias en un acorrida. Fuente: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Mediante un analisis por cladograma se ordenaron las secuencias para identificar

los agrupamientos por familias y se seleccionaron dos secuencias (10 y 9) para ser
modeladas en 2D y 3D (Figura 30).

—

—1___

10 0.341667
10.283333
8 0.283333
90403125
40375

7 0.366667
503625
3035

203

603

Figura 30. Cladograma de 10 secuencias de aptameros. Se observa la formacion de dos grupos de familias: 1)

en la parte superior las secuencias 10, 1y 8; y 2) en la parte inferior 9,4 7,5, 3,2,y 6.
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El modelamiento 2D de las estructuras secundarias se llevd a cabo mediante el

programa RNAfold Web Server (Figura 31).

Ejemplo 2D con la secuencia 9:
La energia libre del conjunto termodinamico es: -3.53 kcal / mol
La frecuencia de la estructura MFE en el conjunto es: 30,57 %

La diversidad del conjunto es: 4.93

Sequence display options
® Plain Sequence
) No Sequence

MFE secondary structure

Other display options
® Base-pair probabilities

1
O Positional entropy h m

Figura 31. Modelamiento 2D de la secuencia del aptamero (secuencia nimero 9). Los colores indican la
intensidad de la energia minima libre (MFE, inglés). Cuando los colores se acercan mas al rojo indica un MFE
mas bajo y mayor formacion de auto-plegamientos.
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El modelamiento 3D se realiz6 en la plataforma “RNA composer” (Figura 32)
como se describe a continuacion:

Task identifier: d9798812-d749-4116-b4cf-6b54585615ac

Task description:  secuencia9
Sequence: AUCGUUGGUUGAUCACCUUAGCGUGUGUUG

Secondary structure:..(((((((....)))-)))-......

Figura 32. Modelamiento 3D de la secuencia 9 de los aptdmeros. Se muestra la figura final compuesta de
cadenas STEM y LOOPS a partir de un andlisis de fragmentacién 2D usando la base de datos RNA FRABASE.

http://[macomposer.cs.put.poznan.pl/
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Discusion

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la proteina SFRP1 exdgena en
las células CaP que expresan la fusion TMPRSS2-ERG. La proteina SFRP1
pertenece a la via de sefializacion de WNT y regula la sefializacion junto con otras
proteinas relacionadas a la via WNT como las proteinas WNT3a, WIF-1 y Cerberus
(Foronjy et al., 2010; Morin, 1999). Hasta donde sabemos, no hay trabajos a la fecha
que evalten el papel de la proteina SFRP1 en CaP positivo a TMPSS2-ERG.
Reportes cientificos anteriores han mostrado que SFRP1 se expresa a bajo nivel en
tumores de CaP y en lineas celulares; sin embargo, no hay reportes sobre esto en
modelos de CaP con la fusion TMPRSS2-ERG (Garcia-Tobilla et al., 2016; Lodygin
et al., 2005). Primero, se realizdé una exploracién in silico utilizando bases de datos
y ratificamos que SFRP1 se encuentra expresado a la baja en muestras tumorales
gue expresan TMPRSS2-ERG. Se observo también una pobre correlacion positiva
entre la expresion de SFRP1 y ERG en muestras de CaP, esto era esperado. La
expresion de SFRP1 fue baja en las células CaP en comparacion con la expresion
elevada en las células prostaticas no malignas del estroma y del epitelio. Esto se
encuentra en linea con los reportes anteriores; sin embargo, estos informes no
tuvieron en cuenta la presencia de TMPRSS2-ERG (Ghoshal & Ghosh, 2015;
Lodygin et al., 2005; Thiele et al., 2011; Zheng et al., 2015). Es importante destacar
que trabajos anteriores han demostrado que la proteina SFRP1 podria ser un
modulador importante en la comunicacion estroma-epitelial promoviendo la
progresion del CaP (Joesting et al., 2008; Joesting, Perrin, Elenbaas, Joesting,
et al., 2005). Recientemente, se ha mostrado que SFRP1 podria tener efectos
bifasicos dependiendo de la concentracibn a la que se administra o a la
concentracion que se encuentra en el espacio extracelular, teniendo en cuenta esto,
se evalud en nuestro trabajo el efecto de SFRP1 a bajas concentraciones; esto con
el objetivo de asemejarlo a las posibles concentraciones que tiene la proteina

exdgena cuando es secretada por el estroma (Liang et al., 2019; Xavier et al., 2014)

En las células LNCaP y 22RV1, SFRP1 ha sido reportado como un regulador

negativo de la actividad transcripcional del AR (Y. Kawano et al., 2009), el mismo
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efecto se observé en nuestro estudio en las células LNCaP cuando se midio la
expresion de KLK3 (ARNm) y PSA (proteina). Sin embargo, en las células VCaP
(positivas a TMPRSS2-ERG); a diferencia de LNCaP, SFRP1 promovié la expresion
de ERG y se observo la translocacion del AR hacia el ndcleo celular. Ademas,
usando inmunofluorescencia y RT-qPCR, se corrobord que el efecto de SFRP1
depende de la translocacion del AR, pero no de cambios en su expresion. Esto se
encuentra en linea con reportes anteriores donde ERG disminuye la expresion de
AR (Yu etal., 2010). Estos resultados indican que el AR aumenta su actividad
transcripcional en presencia de la proteina SFRP1, activando genes sensibles a los
androgenos como ERG. No esta claro por qué la proteina SFRP1 tiene efectos
opuestos entre las células LNCaP y VCaP, pero esto podria explicar de alguna
manera, las diferencias que existen entre diferentes pacientes con tumores que
tienen diferentes caracteristicas moleculares asociadas a la heterogeneidad
tumoral. Por ejemplo, se ha observado que los receptores AR de LNCaP y de VCaP
comparten cerca del 61 % de las regiones de union al AR; sin embargo, en las
células VCaP superpuestas a los sitios de unién a ERG en estos sitios, se observan
diferencias significativas en la actividad del AR entre VCaP y LNCaP (Barneda-
Zahonero & Parra, 2012; Y. Kawano et al., 2009; Medici et al., 2006; Thiele et al.,
2011; Yu etal., 2010). Evidentemente las células LNCaP son células de CaP
negativas para la fusion TMPRSS2-ERG y representan una etapa de la enfermedad
que no es resistente a la castracion. Las células LNCaP se aislaron de una lesién
metastasica en el ganglio linfatico supraclavicular y el paciente no recibi6 terapia de
bloqueo de androgenos (Steele et al., 2006; van Steenbrugge et al., 1991). Por el
contrario, las células VCaP son positivas para la fusion TMPRSS2-ERG, y se
aislaron de una lesion metastasica al hueso vertebral, ademas de que el paciente

recibio terapia de blogueo de andrégenos (Loberg et al., 2006).

Se realizaron ensayos de viabilidad celular y de ciclo celular para evaluar el impacto
funcional de la proteina SFRP1 exdgena sobre las células de CaP. En las células
LNCaP tratadas con SFRP1 solo se observo una disminucion no significativa en el

porcentaje de células en la fase S y un aumento en la fase G1 del ciclo celular. Esto
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podria estar en linea con los reportes previos donde se ha observado que SFRP1
afecta la viabilidad celular mediante la formacion de colonias (Y. Kawano et al.,
2009). En el caso de las células VCaP, no se observaron diferencias significativas
y/o alguna tendencia de cambio tanto en la viabilidad como en el ciclo celular
después de ser tratadas con la proteina SFRP1. Es importante tener en cuenta que
se ha reportado que las células VCaP tienen una baja tasa de duplicacion, y que
ERG se ha asociado principalmente con eventos de migracion e invasion celular
(Gupta etal., 2010; Qu etal., 2013). Se evaluaron estas dos caracteristicas
neoplasicas, se observé que la proteina SFRP1 promueve tanto la migracion como
la invasion celular. La migracién celular se midi6 realizando un ensayo de
cicatrizacion de la herida y la invasion celular usando el sofisticado sistema
XxCELLigance, simulando una matriz extracelular con matrigel. Una gran ventaja del
sistema XCELLigance es que este tipo de sistema usa placas de microtitulacion
ultrasensibles con microelectrodos de oro que monitorean en tiempo real a las
células que migran desde la superficie hacia al fondo de la placa. Se registraron los
cambios en la invasion celular en tiempo real cada 15 minutos durante 72 horas y
se observé un aumento significativo en la invasion celular desde las primeras horas
del experimento. Dado que LEF-1 ha sido relacionado con la progresion tumoral y
la metéastasis, y se ha reportado que este gen esta regulado por ERG, medimos su
expresion en las células VCaP después del tratamiento con la proteina SFRP1
exdgena (Gupta etal., 2010; Kobayashi & Ozawa, 2013; Qu et al., 2013). El
tratamiento promovioé la expresion de LEF-1, un gen involucrado en la parte final de
la cascada sefializacion WNT; sin embargo, esto necesita mas investigacion para
establecer en este caso, si existe una activaciéon completa de la sefalizacion de
WNT o solo parcial en las células positivas a TMPRSS2-ERG. Finalmente, para
determinar el efecto de la proteina SFRP1 en las células CaP in vivo, realizamos un
modelo piloto de xenotransplante murino utilizando células VCaP. Solo hay pocos
estudios de xenotransplantes establecidos a partir de células VCaP en modelos
murinos; y de ellos, pocos evaltan el efecto de SFRP1 en ausencia de andrégenos
(Steele et al., 2006). Se realiz6 una cirugia de castracion cuando el tumor alcanzo

los 300 mm? y después de diez semanas de tratamiento con SFRP1 administrada
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subcutaneamente se evalud el crecimiento tumoral. Se observé que la proteina
SFRP1 aument6 el tamafio de los tumores al parecer por un aumento en la
proliferacion celular ya que aumentaron los niveles de Ki-67. También se observo
una tendencia hacia altos niveles de PSA humano en suero de ratones. Los tejidos
de los xenotransplantes tuvieron un aumento significativo en la expresion de ERG
tanto a nivel de ARN mensajero como a nivel de proteina por IHC, RT-qPCR y W.B.
Anteriormente, los reportes cientificos han descrito como SFRP1 puede interactuar
con receptores Frizzled, LRP5 / 6, Ror; con las proteinas WNT; e incluso con
proteinas antagonistas como las proteinas SFRP’s. En este trabajo mostramos que
bajas concentraciones de la proteina SFRP1 exdgena tienen efectos neoplasicos
en las células de CaP (VCaP) que expresan la fusion TMPRS2-ERG. Si bien dichas
células expresan bajas concentraciones de SFRP1 es posible que el estroma
contribuya con proteina SFRP1 promoviendo indirectamente la activacién del AR y
la expresion elevada de ERG. Para enriquecer este trabajo seria bueno realizar
experimentos de comunicacién estroma-epitelio in vitro a diferentes gradientes de
concentracion SFRP1 para establecer si el efecto de SFRP1 se mantiene o cambia
en estas condiciones. A la fecha se sabe que el 50 % de los tumores de CaP tienen
la fusibn TMPRSS2-ERG, la cual les confiere capacidades neoplasicas
dependientes de la actividad del AR. Aunque ERG es un regulador negativo de la
expresion del AR, y el AR promueve a su vez la expresion de ERG; podrian existir
otros mecanismos moleculares exdégenos como la proteina SFRP1 que podrian
desregular la red AR-ERG promoviendo la progresiéon del CaP. Sin embargo, mas
investigacion es necesaria para aclarar con exactitud qué receptores podrian unirse
a SFRP1, asi como las moléculas de sefalizacion rio abajo del AR en las células
VCaP positivas a TMPRSS2-ERG (Figura 33) (Chandran et al., 2009; Yoshiaki
Kawano & Kypta, 2003). Aunque se ha propuesto a TMPRSS2-ERG como un
marcador de CaP, actualmente casi no se realizan estudios de rutina en la clinica
para evaluar la expresion del gen de fusion, y practicamente son inexistentes para
evaluar la expresion de proteinas como SFRP1 (Sanguedolce et al., 2016; Zheng
et al., 2015). Se ha mostrado cada vez mas evidencia de que TMPRSS2-ERG

contribuye a la progresion del CaP. Sin embargo hasta donde sabemos,
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actualmente no hay un farmaco de uso en la clinica que se dirija especificamente
hacia la fusion TMPRSS2-ERG (Butler etal., 2017; Urbinati etal., 2016). Los
farmacos que podrian usarse comprenden los farmacos actualmente usados
bloguear la accién de los andrégenos, sin embargo, estos farmacos dejan de ser
efectivos al paso del tiempo. Como parte de este trabajo se realizaron experimentos
piloto para obtener una herramienta de tratamiento del CaP dirigida hacia la fusiéon
de TMPRSS2-ERG basada en aptameros. Si bien los aptameros son una
herramienta molecular que actualmente es muy estudiada en céncer, su disefio y
obtencién presenta algunas variables importantes que deben ser tomadas en
cuenta como: la presion de seleccion, ultra-purificacion en los pasos de
amplificacion y, seguimiento del enriquecimiento por citometria 0 secuenciacion
(Ruiz Ciancio et al., 2018). Se realizaron experimentos de seleccién y amplificacién
de aptameros mediante la técnica de SELEX y se obtuvieron posibles candidatos
de aptameros que podrian unirse a las células VCaP. Posterior a la seleccion se
mostraron ejemplos del andlisis de los aptameros obtenidos después de la
secuenciacion. Sin embargo, es necesario realizar mas experimentos que
consideren las variables antes sefialadas para mejorar la seleccion. Una vez
mejoradas estas variables se podra realizar la sintesis de los aptdmeros candidatos
(2 0 mas aptameros) para su validacion en un modelo de CaP. Dichos aptameros
pueden ser acoplados a farmacos o incluso siRNA’s para abatir la expresion de
TMPRSS2-ERG.
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Figura 33. Esquema del efecto de la proteina SFRP1 en células VCaP. La proteina SFRP1 exdgena induce un
efecto indirecto sobre la actividad transcripcional del receptor de andrégenos lo que promueve la migracién

celular in vitro y el crecimiento celular in vivo.
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Conclusiones

La proteina SFRP1 tiene efectos divergentes entre las células LNCaP (negativas a
TMPRSS2-ERG) y las células VCaP (positivas a TMPRSS2-ERG). En las células
VCaP, SFRP1 promueve la actividad transcripcional del AR y aumenta la expresion
de la fusion TMPRSS2-ERG. Este efecto aumenta la migracion y la invasion celular
in vitro y el crecimiento celular en xenotransplantes murinos in vivo. Esto podria
explicarse por la participacion de moléculas exdégenas del estroma como la proteina
SFRP1 la cual podria estar activando la sefializacion del AR en tumores que
expresan TMPRSS2-ERG. Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que
evalla el papel de la proteina SFRP1 exdgena sobre células VCaP; sin embargo,
se necesitan mas experimentos para establecer por completo cuales son los
mecanismos moleculares que tiene la proteina SFRP1 en el cancer de prostata
positivo a la fusion TMPRSS2-ERG.

El disefio de una quimera APTAMERO-siRNA podria servir a futuro para el
silenciamiento célula-especifico de genes que promueven el desarrollo tumoral en
diferentes tipos de cancer. Los resultados de aptameros obtenidos en este trabajo
corresponden a ensayos piloto de cell-SELEX, secuenciacion y modelamiento 3D.
Sin embargo, es necesario dar seguimiento a estos resultados para demostrar que
es posible obtener un aptdmero funcional que se una a células de CaP, se
internalice y pueda entregar un siRNA para disminuir la expresion del gen de fusion
TMPRSS2-ERG.

Perspectivas

e Investigar con detalle a qué receptores se une la proteina SFRP1 y qué
cascadas de sefalizacion podria desencadenar en las células de CaP.

e A futuro, podria ser util determinar la co-expresion de SFRP1 (en el estroma)
y TMPRSS2-ERG (en el epitelio) para mejorar el prondstico y el tratamiento
de los pacientes con CaP. Realizar mas experimentos para enriquecer a los
aptameros y lograr demostrar que son especificos de este tipo de células.
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SFRP1 increases TMPRSS2-ERG expression 2
promoting neoplastic features in prostate
cancer in vitro and in vivo
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Abstract

Background: Prostate cancer (PCa) is the second cause of cancer related death in North American men. Androgens
play an important role in its progression by regulating the expression of several genes including fusion ones that
results from structural chromosome rearrangements. TMPRSS2-ERG is a fusion gene commonly observed in over 50%
of PCa tumors, and its expression can be transcriptionally regulated by the androgen receptor (AR) given its andro-
gen responsive elements. TMPRS52-ERG could be invelved in epithelial-mesenchymal transition (EMT) during tumor
development. ERG has been reported as a key transcriptional factor in the AR-ERG-WNT network where five SFRP
proteins, structurally similar to WNT ligands and considered to be WNT pathway antagonists, can regulate signaling
in the extracellular space by binding to WNT proteins or Frizzled receptors. It has been shown that over-expression
of SFRP1 protein can regulate the transcriptional activity of AR and inhibits the formation of colonies in LNCaP cells.
However, the effect of SFRP1 has been controversial since differential effects have been cbserved depending on

its concentration and tissue location. In this study, we explored the role of exogenous SFRP1 protein in cells express-
ing the TMPRSS2-ERG fusion.

Methods: To evaluate the effect of exogenous SFRP1 protein on PCa cells expressing TMPRSS2-ERG, we performed in
silico analysis from TCGA cohort, expression assays by RT-qPCR and Western blot, cell viability and cell cycle measure-
ments by cytometry, migration and invasion assays by xCELLigance system and murine xenografts.

Results: We demonstrated that SFRP1 protein increased ERG expression by promoting cellular migration in vitro and
increasing tumor growth in vivo in PCa cells with the TMPRSS2-ERG fusion.

Conclusions: These results suggest the possible role of exogenous SFRP1 protein as a modulator of AR-ERG-WNT
signaling network in cells positive to TMPRSS2-ERG. Further, investigation is needed to determine if SFRP1 protein
could be a target in against this type of PCa.

Keywords: SFRP1, TMPRSS2-ERG, Xenograft

Background

Prostate cancer (PCa) is the second cause of cancer-
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