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Resumen

RESUMEN

El cancer de prostata (CaP) es un problema de salud publica en México debido a
gue es la primera causa de muerte por cancer en hombres mayores de 60 afios. Factores
ambientales han sido implicados en el desarrollo de esta neoplasia, existiendo una gran
variedad de estudios ambientales y ocupacionales en donde se reconoce al Cd como
parte de la etiologia de esta enfermedad. Los mecanismos moleculares por los cuales
este metal induce la transformacion celular, la progresion a un CaP andrégeno-
independiente y la metéstasis aln no se ha establecido; sin embargo, es claro que la
carcinogénesis inducida por Cd en otros 6érganos y tejidos incluye cambios en la
expresion génica que afectan la proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Por otra
parte, recientemente se ha descrito que la expresion de la progranulina (PGRN), un factor
de crecimiento se incrementa significativamente en el CaP. Mas auln, la concentracion
sérica de esta proteina en pacientes con CaP difiere significativamente dependiente de
la edad y la puntuacion de la escala de Gleason, ademas estas concentraciones se
asocian con la prognosis de la enfermedad. Asimismo, los efectos de la PGRN en lineas
celulares derivadas de CaP incluyen estimulacién de la proliferacion, migracion, invasion
y crecimiento independiente de adhesion. Por otra parte, se ha demostrado que la
induccion de PGRN depende de la activacion de diversas vias de sefalizacion incluida la
via de PI3BK/AKT/mTOR, la cual es estimulada en diversas estirpes celulares por la
exposicion al Cd. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo de investigacion fue analizar
la expresion de PGRN en una linea celular derivada de CaP tras exponerla a diferentes
concentraciones de Cd. Para esto, se utilizo la linea celular derivada de adenocarcinoma
prostatico PC3, la cual fue expuesta a diferentes concentraciones no toxicas de CdCl;
durante 24 horas. La expresion de PGRN se determiné mediante la técnica de Western
Blot. Los resultados mostraron que la exposicion de células PC-a Cd no induce la
expresion de PGRN. Por lo tanto, podemos concluir que la expresion de la PGNR en

células PC3 no se afecta por la exposiciéon al Cd.
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ANTECEDENTES

1.1 Morfologia y funcion de la prostata

La prostata es una glandula exocrina

Ganglios linfaticos| , ., . .
\ tubulo-alveolar de secrecion mixta, perteneciente
/ Vesicula\\

i al aparato genitourinario masculino, que presenta

una coloracion gris, asi como una consistencia

dura, ademas de un peso aproximado de 18 g y

Glandula

de la prostata por sus proporciones se asemeja al tamafo de

Uretra una nuez.

Testiculo

Figura 1. posicion anatomica de la prostata

Anatomicamente, se ubica en la zona retroperitoneal de la cavidad pélvica, delante
del bulbo rectal, detras del pubis y por debajo de la vejiga urinaria, rodeando a la primera
porcién de la uretra (Figural) (1,2). Dentro de esta glandula, se distinguen tres zonas: 1)
zona central, que se ubica detras de la uretra y es atravesada por los conductos
eyaculadores, constituida por un 25% de tejido glandular, 2) zona periférica, que es la
subdivision anatdomica mas grande de la préstata, ya que representa el 70% del tejido y
3) zona de transicion, la cual envuelve a la uretra y representa del 5% al 10% del volumen

de la préstata normal (Figura 2)(2).

Estas zonas son diferencialmente susceptibles a desarrollar diferentes patologias
como hiperplasia y cancer. En la mayoria de los casos, la hiperplasia se desarrolla en la

zona de transicion, mientras que el cancer se desarrolla en la zona periférica (2).
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a Prostate zones

Ejaculatory duct! cz Central zone

fz Fibromuscular zone

tz Transitional zone

pz Peripheral zone

pgr Periurethral gland region

Figura 2. Zonas anatomicas de la prostata

El acino es la unidad funcional de la préstata, el cual esta compuesto por diferentes
elementos celulares, de los cuales destacan las células epiteliales, las basales
precursoras y neuroendocrinas. Esta unidad se encuentra revestida por una por una capa
delga de musculo liso y tejido conectivo estromal, el cual esta integrado por fibroblasto,
células fusiformes indiferenciadas y células musculares lisas, asi como fibras de colageno

tipo 1y lll, fibras elasticas, vasos sanguineos y nervios (3).

La principal funcion de la préstata es la producciéon de componentes del liquido
seminal, que en general brindan nutrientes y proteccion a los espermatozoides
contenidos en el semen eyaculado. Las secreciones prostaticas son levemente alcalinas
y estan compuestas principalmente por azlcares, enzimas proteoliticas, fosfatasa acida
y antigeno prostatico especifico (PSA) cuya funcion principal es la licuefaccion del semen,
antagonizando la accion de la semenogelina, que es la proteina que produce la

coagulacion del semen para proteger los espermatozoides durante la eyaculacion (4).

La préstata también controla el flujo urinario, ya que las fibras musculares de la
glandula se encuentran alrededor de la uretra bajo el control involuntario del sistema

nervioso. Estas fibras se contraen lentamente y de esta manera detienen el flujo urinario

(5).
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1.2 Efectos de los andrégenos sobre la prostata

Los andr6genos son hormonas esteroideas sexuales masculinas, cuyo nombre
deriva del griego andros que significa hombre y genos produccion, son derivados del
colesterol ya que tienen una estructura basica derivada del ciclopentano-
perhidrofenantreno, siendo su principal funcion estimular el desarrollo de caracteres

sexuales masculinos, incluyendo el desarrollo de la prostata (6).

Los principales andrégenos son la testosterona y la dihidrotestosterona (DHT), las
cuales tienen gran importancia en el desarrollo embrionario, asi como, la pubertad y la
edad adulta. Como consecuencia, de su desregulacion en la producciéon o de su funcion

se pueden producir diversas patologias tales como el cancer.

La testosterona posee una estructura de 19 atomos de carbono (C), un doble
enlace entre C4 y C5, un oxigeno en C3 y un radical hidroxilo en C17. Es producida
principalmente por las células de Leydig en los testiculos (90-95%), sin embargo, también
se ha descrito que la corteza suprarrenal y las células tecales de los ovarios la producen,
aunque en muy poca cantidad (5-10%). Su sintesis es regulada por la hormona
luteinizante, la cual es liberada a partir de la adenohipdfisis estimulada por la hormona
liberadora de gonadotropinas, y una vez sintetizada es fijada y transportada a torrente

sanguineo por la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) (Figura 3) (7).

Durante la nifiez, la secrecion y la accion de los andréogenos son minimas, pero al
llegar a la pubertad, la secrecidn de testosterona aumenta y provoca el desarrollo
completo de los 6rganos genitales masculinos, estimulando el desarrollo de la prostata 'y
las vesiculas seminales, aumentando la libido y provocando erecciones. Al mismo tiempo,
favorece la aparicion de los caracteres sexuales secundarios, como son el desarrollo del

vello en el cuerpo, el engrosamiento de la voz y el desarrollo muscular (7).

El contenido de testosterona en el testiculo humano es de aproximadamente 300
ng/g de tejido y la concentracion plasmatica en un adulto sano es de 300 a 1,000 ng/dL,

mientras que antes de la pubertad es menor a 20 ng/dL (8).
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Figura 3. Esquematizacion de sintesis de testosterona.

Por su parte, la DHT es el producto de la conversion de la testosterona por accion
de la enzima 5-a reductasa a nivel celular tanto en la prostata como en otros tejidos
periféricos incluido la adenohipdfisis (Figura 4) (7). En comparacion con la testosterona,
la DHT tiene mayor afinidad por el receptor de andrégenos (AR), por lo que su potencia
fisioloégica es mayor (8,9). Con respecto a sus acciones fisiologica, la DHT participa en
diversos procesos bioldgicos durante el desarrollo de un varon, por ejemplo, durante la
embriogénesis favorece la formacion del pene, escroto y glandulas sexuales accesorias;
en la pubertad estimula el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias y en la

edad adulta actia como el andrdégeno principal en la préstata y foliculos pilosos (9).
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Figura 4. Conversion de la testosterona a DHT por accion de la 5a-reductasa

Los efectos biolégicos de la testosterona'y DHT son mediados a través de su union
con el AR, el cual se localiza en diferentes 6rganos blanco como son la prostata, el
cerebro y el tejido esquelético (10). EI AR humano es una proteina de 110 kDa con 910
a 919 aminoécidos, dependiendo de las repeticiones de glutamina y glicina en la region
NHz terminal y se localiza en el cromosoma Xgl11-12 y posee 8 exones (Figura 5) (11).
La estructura general del receptor esta formada por cuatro dominios funcionales: 1) el
dominio de unién al ligando (LBD), encargado de la dimerizacién y activacion de la
transcripcion. Ademas, este dominio regula la interaccion entre el AR y las proteinas de
choque térmico (HSP) e interactia con el dominio NTD del receptor para estabilizar la
unién del andrégeno; 2) la region bisagra, encargada de unir a los dominios LBD y DBD
asi como de regular la unién al DNA, la translocacion nuclear y la transactivacion del AR;
3) el dominio de unién al DNA (DBD), el cual esta formado por nueve residuos de cisteina
encargados de la formacion de dos complejos denominados dedos de zinc, cuya funcién
es reconocer secuencias consenso especificas del DNA y 4) el dominio amino terminal
(NTD), constituido por 503 aminoacidos y encargado de la activacién transcripcional
(Figura 5) (12).



Antecedentes

Cromosoma X Xq11-12

e =

Gen AR
5 3’
- 1 R
1Iaa
Proteina RAH?N NTD - Hinge LBD COOH

. 556
(Poli-GIn)sgey  (Poli-Gly)ssurs

TAU 1 TAU 5 ’ Dominios ‘ __AF-2
(101-370 aa)  (360-485 aa) transactivacionales (892-896 aa)
178 LKDIL 182 435 WHTLF 439

Figura 5. Localizacion y estructura general del receptor de andrégenos.

Los efectos de los andrégenos inician cuando la testosterona o DHT se unen a los
monomeros del AR que se encuentran inactivos en el citoplasma debido a que estan
unidos a proteinas de choque térmico (HSP-90, 70, 56), las cuales funcionan como
chaperonas. Esta interaccion induce un cambio conformacion en el AR, lo que permite la
disociacion de las chaperonas, su fosforilacion y su translocacion al nucleo. Una vez en
el nucleo, el AR forma dimeros capaces de unirse a secuencias especificas del DNA
conocidas como elementos de respuesta a androgenos (ARE) para llevar a cabo la
transcripcion y posteriormente sintesis de diversas proteinas (13). EI AR también
interactia con coactivadores (CoA) o factores de transcripcion (TF) que ayudan a
modular su actividad. La estabilidad del AR es mantenida por la fosforilacién y se ha
mostrado que el factor de crecimiento transformante 3 (TGF), el factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) y la interleucina 6 (IL6) participan aumentando la
actividad del AR a través de la fosforilacion del mismo receptor o de sus correguladores
(Figura 6) (14).



Antecedentes

En la prostata, la activacion del AR induce la expresién de mas de 100 genes,
incluyendo aquellos que son importantes para regular el crecimiento, diferenciacion y
muerte celular, los cuales mantienen la integridad y funcién del tejido prostatico durante
las diferentes etapas de la vida (12).

Célula blanco

Citoplasma

ﬁ
Sa-reductasa I1

] 15990

-l,
Promotor de: KLK3/PSA, hKLK2, FOLH1, PSCA, TMPRSS2, p21

Figura 6. Esquematizacion de la interaccion entre los andrégenos y su receptor.

En lo que respecta al desarrollo embrionario de la prostata, los androgenos
sintetizados por los testiculos fetales, asi como la DHT producida por conversion local,
estimulan la mesénquima para inducir la formacién de conductos epiteliales originados
en el endodermo del seno urogenital, los cuales a su vez estimulan la diferenciaciéon de
musculo liso a partir del tejido mesenquimal (15). Por su parte, en el adulto, el AR
mantiene la homeostasis del epitelio prostatico mediante una intrincada red de estimulos
en diferentes tipos celulares. Por ejemplo, la estimulacion del AR en las células
estromales induce la secrecion de factores que estimulan el crecimiento de las células
epiteliales, mientras que la presencia de andrégenos en el epitelio inhibe el proceso
apoptético favoreciendo la supervivencia de las células luminales y suprime el

crecimiento de las células basales (15).
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Los mecanismos moleculares por los cuales los andrégenos mantienen esta
homeostasis incluyen la progresion del ciclo celular de la fase G1 a la fase S mediante el
aumento de los niveles proteicos de algunas ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas
(CDKs), que al formar los complejos ciclina/CDK fosforilan a la proteina de retinoblastoma
(pRb). Esta fosforilacién ocasiona la disociacion del factor de transcripcion E2F, el cual
se transloca al nacleo y regula la expresion del propio AR, asi como diversos genes
involucrados en la proliferacion celular, como PCNA, ciclinas E/A, CDK2, entre otros (16).
En lo que respecta a la apoptosis, los andrégenos mantienen los niveles fisioldgicos del

factor anti-apoptético Bcl-2 en el epitelio prostéatico (17).

1.3 Cancer de prostata

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es un
proceso incontrolado de crecimiento y diseminacion celular caracterizado por la
multiplicacion rapida de las células anormales que se extiende mas alla de sus limites
habituales, invadiendo partes adyacentes del cuerpo y propagandose a otros érganos
(18). Por lo tanto, el cancer de proéstata (CaP) es la neoplasia de la glandula prostatica,
la cual puede originarse tanto en el epitelio acinar como ductal y que en etapas iniciales
no presenta sintomas especificos, porque suele ser una enfermedad de crecimiento

lento, pero si no se trata, crece progresivamente (18).
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1.3.1 Epidemiologia

En la actualidad, el CaP es un problema mundial de salud publica, ya que se trata
del segundo tipo de cancer méas diagnosticado en hombres y el primero de tipo no cutaneo
(19). De acuerdo con los datos de Globocan, para finales del 2018 se estimaron alrededor
de 1°'276,106 casos de CaP, lo que corresponde al 7.1% de todos los canceres

diagnosticos para ambos sexos (Figura 7) (19).

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, all cancers, both sexes, all ages

Lung

093 876 (11.6%)

Breast
2088 840 (11.6%)

Other cancers
8323 793 (46%)

Colorectum
1849 518 (10.2%)

Prostate
1276 106 (7.1%)
Stomach

1033 701 (5.7%)

Oesophagus Liver
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total : 18 078 957

Figura 7. Numero de casos de cancer registrados a finales 2018 para ambos sexos a
nivel mundial.

Por otro lado, la incidencia a nivel mundial es de 29.3 casos por cada 100,000
habitantes, la cual varia de acuerdo con la regién geogréfica, siendo la mayor para
Australia/Nueva Zelanda con 92.7 casos y la menor para Asia del centro y sur con tan
solo 3.9 casos por 100,000 habitantes (Figura 8) (20). Asimismo, las muertes atribuidas
al CaP son de 359,389, lo que equivale al 6.7% de todas las muertes por algun tipo de

cancer en hombres a nivel mundial (Figura 9) (21).
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Estimated crude incidence rates in 2018, prostate, males, all ages

WHO Europe region (EURO)

VHO Americas region (PAHO)
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Data source: Globacan 2018 Interhaonal Agency o REsearch on Carcar
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Figura 8. Incidencia del CaP registrados a finales 2018 por regiones.

Estimated number of deaths in 2018, worldwide, all cancers, males, all ages

Lung
1184 947 (22%)

Other cancers
1711 450 (31.8%)

Liver
548 375 (10.2%)
Pancreas
226 910 (4.2%)
Oesophagus Stomach
357 190 (6.6%) 513 555 (9.5%)
Prostate Colorectum
358 989 (6.7%) 484 224 (9%)
Total : 5 385 640
Data source: Globocan 2018 International Agency for Research on Cancer
Graph production: Global Cancer @ fotd o

Observatory (http://gco jarc.fr)

Figura 9. Mortalidad de canceres registrados a finales 2018 para hombres a nivel
mundial.
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En lo que respecta a América, el CaP es la neoplasia mas comunmente
diagnosticada en hombres, con una incidencia de 64.1 casos por cada 100,000
habitantes, mientras que la mortalidad ocupa el segundo lugar después del cancer de
pulmén (Figura 10) (22). Especificamente en nuestro pais, el CaP ocupa el primer lugar
en todos los parametros en la poblacidon masculina mayor a 60 afios, con una prevalencia
de 55,565 casos en cinco afios, asi como una incidencia de 41.6 casos y una mortalidad
de 10 casos por cada 100,000 habitantes (Figura 11) (23). En cuanto a las regiones
geografias mas afectas, se ha observado que las entidades con mayor nimero de casos
son Michoacan, Jalisco, Ciudad de México, Veracruz, Estado de México, Durango y

Guanajuato (24).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, Latin America and the Caribbean, North
America, both sexes, all ages

R
Colorectum _
Corpus uteri -
Cervix uteri _

Thyroid I

Non-Hodgkin lymphoma -

B\adder.
O M incidence
Leukaemia - W Mortality

0 10 20 30 40 50 60
Data source: Globocan 2018

Graph production: Global Cancer ASR (World) per 100 000
Observatery (hiip://gcoiarc.ir)

Figura 10. Incidencia y mortalidad de canceres en América.
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Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, Mexico, both sexes, all ages
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Figura 11. Incidencia y mortalidad de diferentes canceres en México.

1.3.2 Fisiopatologia

La mayoria de los casos de CaP, aproximadamente el 95%, son adenocarcinomas
conformados por pequefios acinos glandulares que se infiltran de manera irregular debido
a la ausencia de membrana basal. Otros tipos de tumores prostaticos incluyen al
carcinoma ductal, carcinoma mucinoso y carcinoma de células pequefas, el cual es

altamente agresivo y de mal prondstico (25).

La célula de origen del CaP aun no se ha descrito completamente, sin embargo,
en esta neoplasia se observan fenotipos tanto luminal como basal (26). La relevancia
biologica y clinica del origen celular en el CaP aun no es clara, por ejemplo, un estudio
realizado en 2013 concluyo que los tumores prostaticos de origen luminal eran mas
agresivos y con peor prognosis que aquellos derivados de células basales, sin embargo,
otro estudio de 2015 reporto que el CaP derivado de células troncales de origen basal es

mas agresivo que el resto de los subtipos (27).

La transformacion maligna de la préstata es un proceso secuencial que inicia con
la aparicion de una neoplasia intraepitelial (PIN), la cual clinicamente no es detectable.

Posteriormente, el tumor progresa formando un adenocarcinoma localizado, clinicamente
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detectable y con la capacidad de invasion local. Finalmente, este proceso culmina con la
migracién e invasion de células tumores a otros tejidos como son los ganglios linfaticos,
higado, pulmén y hueso (CaP metastasico). Una de las caracteristicas principales del
CaP es su dependencia hormonal, por lo que actualmente se incluye como tratamiento
estandar la terapia de deprivacion androgénica. No obstante, la supresion hormonal en
este cancer puede resultar en el desarrollo de tumores resistentes a la castracion,

anteriormente denominados como hormo-independientes (Figura 12) (27).

Primary Tumor Metastasis
mCRPC

Normal PIN Adenocarcinoma  Adenocarcinoma —
epithelium (Localized) (Locally advanced)
7 / ADT

Acquired re&stantV '@apse
I’ ADT v.‘ ".. < :' vv
Gats :

St chemo :
De novo resistance .

Hormone Naive
Hormone sensitive metastasis:
* ADT(LHRH agonist or antagonist) +

Hormone Naive:
Low risk:
« Active surveillance
« Radical prostatectomy (RP)
« Radiotherapy (RT)
High risk:

* Androgen-deprivation therapy (ADT), RP, RT (I;ré:eg:(t:h.erapy
Castration resis.tance: « enzalutamide, abiraterone,Radium
* Apalutamide 223, Zoledronic acid, Denosumab,

Sipuleucel-T, anti-CTLA4, anti-PD1

Metastasis | ~ ! ®

Osteoblast CancencelisTy Osteoclast
ET-1, TGF-B, )
[ i IGFs, FGFs, o)
A PDGFs, BMPs _
N QPE———— 0

Figura 12. Progresion del CaP y desarrollo de metéastasis resistentes a la castracion.
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1.4 Factores de riesgo

Un factor de riesgo es todo aquello que aumenta la probabilidad de que una
persona desarrolle cancer. Si bien los factores de riesgo pueden influir en el desarrollo
del cancer, la mayoria no es una causa directa de esta enfermedad, ya que algunas
personas que tienen varios factores nunca desarrollan cancer, mientras que si lo hacen

otras personas sin factores de riesgo conocidos.

En la actualidad se han descrito diversos factores de riesgo para el desarrollo de
CaP, que incluyen entre otra edad, raza, factores genéticos, exposicion a factores
ambientales y estilo de vida.

1.4.1 Edad

La edad es uno de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo del
CaP, ya que existe una relacion directamente proporcional entre el incremento de edad
y un mayor riesgo de desarrollar esta patologia (28,29). De hecho, se ha descrito que
raramente se diagnostica en hombres con edad menor a los 50 afios y su prevalencia
aumenta conforme la edad avanza y mas de 75% de los pacientes con CaP tienen una
edad mayor a 65 afios. Probablemente esto se debe a que inicialmente aparecen
proliferaciones acinares atipicas y PIN de bajo grado, las cuales requieren de un periodo
de latencia minimo de 20 afios para su aparicion. Posteriormente, la transformacion a
PIN de alto grado requiere de 10 afios adicionales, para finalmente convertirse en un

carcinoma clinicamente detectable en un periodo evolutivo de 5 a 15 afios adicionales.
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1.4.2 Raza
Las tasas de incidencia anual de CaP ajustadas por edad presentan variaciones

significativas entre paises y grupos étnico-raciales. El grupo étnico con mayor riesgo de
padecer CaP es el afroamericano ya que se ha demostrado una mayor incidencia de esta
enfermedad en hombres de raza negra comparativamente con otros grupos étnicos como
los caucasicos, los hispanos o los asiaticos. De hecho, en este grupo étnico, el riesgo de
desarrollar CaP incrementa después de los 40 afios. Asimismo, los hombres de raza
negra poseen mayor probabilidad de ser diagnosticados en una etapa avanzada y tienen
mas del doble de probabilidad de morir de cancer de préstata en comparacién con los
hombres de raza blanca (30). De manera contraria, los hombres de origen asiatico
presentan la menor tasa de incidencia, asi como de indice de mortalidad por esta
enfermedad al compararse con el resto de los grupos étnicos (31). Las causas de esta

diferencia aun permanecen sin determinarse.

El CaP es mas comun en Norteamérica y en la region noroeste de Europa,
Australia, y en las islas del Caribe. Es menos comun en Asia, Africa, Centroamérica y

Sudameérica.

Las razones de esto no estan claras. Es probable que el uso mas intenso de
pruebas de deteccion para el cancer de prostata en algunos paises desarrollados sea

responsable por lo menos en parte de esta diferencia.

1.4.3 Antecedentes familiares

Diversos estudios epidemiolégicos han sugerido que esta patologia puede ser
hereditaria, ya que se ha reportado que, si familiares en primer grado padecen CaP, el
riesgo de padecer esta enfermedad se duplica. Asimismo, el riesgo aumenta de manera
significativa en el caso de los hombres que tienen varios familiares afectados,
particularmente si tales familiares eran jovenes cuando se les diagnostico el cancer (32).
Este tipo de CaP se conoce como sindrome familiar de CaP que constituye entre el 13 al
26% del total de tumores. Los mecanismos propuestos incluyen mutaciones alélicas de
alta penetrancia, que se transmiten de forma autosémica dominante, siguiendo los

patrones clasicos de herencia mendeliana (32).
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1.4.4 Genética

Actualmente se han identificado algunos genes que confieren susceptibilidad o
bien aumentan el riesgo de desarrollar CaP; sin embargo, se ha estimado que los
cambios en estos genes son responsables Unicamente de entre el 5 al 10% de todos los
casos. Entre los genes identificados se encuentran los genes HPC1 (Hereditary Prostate
Cancer-1) /RNase L, HPC2/ELAC2 y MSR1 (macrophage scavenger receptor-1) (Figura
13). Por otra parte, estudios con pacientes que padecen CaP hereditario o sindrome
familiar, mostraron que genes relacionados con cancer de mamay ovario como el BRCA1

y BRCA2 también se asocian con esta patologia (33).

Tabla 1. Genes camdidates aseaciados al CaP

Localizacion Gen Referencias bibliograficas
Cromosdmica

1923-25 HPC1 regionRNaseL Carpten et al (21)
1q42.2-43 PCAP Berthon et al (22)

1p36 CAFB Gibbs et al (23)

17p HPC2 region ELAC2 Tavtigian et al (24)
8p22.23 MSR1 Xu, et al (25)

HPC: gen del cancer de prostata hereditario (hereditary prostate cance gen); PCAF: gen putativo para la
predisposicion a cancer de prostata (putative predisposing for prostate cancer gen); MiR:gen receptor basurero de

macrgfugos (macrophage scavenger receptor gen)

Figura 13. Genes involucrados en el cancer de prostata.

1.4.5 Estilo de vida

Los habitos higienico-dieteticos y adicciones han sido asociadas a un mayor riesgo
de desarrollar CaP. Por ejemplo, los hombres que consumen en cantidades significativas
carne roja o productos lacteos altos en grasa parecen tener una probabilidad ligeramente
mayor de padecer CaP. Asimismo, algunos estudios han sugerido que los hombres que
consumen una gran cantidad de calcio (proveniente de alimentos o complementos)

también pueden tener un mayor riesgo de padecer esta enfermedad (34)
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Por otra parte, diversos estudios han asociado la obesidad (IMC >30) con mayor
riesgo de desarrollar CaP localizado y metastésico, asi como con una mayor mortalidad
(35). Esta asociacion puede explicarse por los mecanismos metabdlicos y hormonales
propios de la obesidad que se asocian con procesos inflamatorios o bien la liberacién de
diferentes hormonas que estimulan la angiogénesis y proliferacién celular tal como la

leptina y adiponectina que forma parte de las adipocitocinas (36).

Asimismo, se ha postulado que la sexualidad puede ser un factor de riesgo para
el desarrollo de este cancer, sin embargo, esto no ha sido totalmente demostrado ya que
algunos estudios han relacionado el estado marital y la frecuencia de CaP en orden
decreciente de la siguiente manera: soltero, casado, viudo y divorciado (37). El
mecanismo que se ha propuesto es la presencia de infecciones de transmision sexual
como gonorrea o clamidia que podrian inducir un proceso inflamatorio que aumentara el

riesgo de padecer esta neoplasia.

Finalmente, el tabaco también es un factor de riesgo para el CaP, ya que se ha
descrito que los fumadores de mas de 20 cigarros al dia tienen un riesgo 2 a 3 veces
mayor en comparacion con los no fumadores. Los mecanismos que se han propuesto
incluyen tanto dafio al DNA por el incremento de especies reactivas de oxigeno
ocasionado por el estrés oxidativo generado por los componentes del cigarro, asi como
un incremento en andrégenos o bien la presencia de disruptores endocrinos en el humo

de cigarro que estimulan el crecimiento y proliferacion de las células prostaticas (38).

1.4.6 Inflamacioén

Actualmente, se ha demostrado tanto por estudios epidemiolégicos como
histopatoldgicos que la inflamacion contribuye como uno de varios factores asociados al
desarrollo de CaP. De hecho, desde 1999 se propuso que la atrofia inflamatoria
proliferativa (PIA), lesion localizada en la zona periférica de la glandula con células
epiteliales altamente proliferativas y frecuentemente acompafiada de inflamacion, es la
lesién precursora de PIN y CaP. Asimismo, se ha estimado que la quinta parte del total

de casos de CaP son el resultado de una inflamacién crénica debido a la presencia de
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agentes infecciosos o0 bien factores ambientales. Los mecanismos moleculares
responsables de esta asociacion aun no han sido determinados completamente, sin
embargo, se ha propuesto que el proceso inflamatorio genera especies reactivas de
oxigeno tales como iones de oxigeno, 6xido nitrico, superéxido y peréxido de hidrogeno,
las cuales dafian el DNA de las células epiteliales prostaticas induciendo mutaciones,

deleciones y rearreglos que favorecen la transformacion precancerosa de las células.

1.4.7 Factores de crecimiento y hormonales

El crecimiento de las células de CaP depende, como en cualquier otro tipo de
neoplasia, en la relacion que existe entre la proliferacion y la muerte celular. Como se
menciond anteriormente, los andrégenos influyen en el desarrollo, maduracion y
crecimiento de la prostata afectando de manera importante la proliferacion y
diferenciacion de las células epiteliales. Durante el CaP, esta hormona también regula de
manera importante la proliferacion celular, de hecho, se demostré desde hace 70 afios
gue la deprivacion de andrégenos por orquidectomia causa regresion de los tumores en
la glandula prostatica. Actualmente se ha demostrado que el factor predominante no son
los andrégenos per se, sino que en realidad es la actividad desregulada del AR como
sucede en los pacientes con cancer de prostata resistente a la castracion. Los
mecanismos principales que inducen la proliferacion dependiente del AR incluyen
sobreexpresion y/o mutaciones con pérdida de la especificidad y por lo tanto la activacion
por otros esteroides como progesterona, estrogenos o glucocorticoides de este receptor,
o bien activacién dependiente de vias de sefalizacion inducidas por receptores de
tirocincinasa como PISK/AKT/mTOR y HER2.

Los androgenos no son las unicas moléculas que afectan la proliferacion celular
en el CaP, ya que se ha descrito que los factores pertenecientes a la familia del factor de
crecimiento de fibroblastos y los factores de crecimiento similares a la insulina también
tienen un efecto proliferativo. Asimismo, recientemente se describié la participacion de
una proteina denominada progranulina (PGRN), también conocido como proepitelina,

precursor de granulina-epitelina, acrogranina y factor de crecimiento derivado de células
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PC, en la proliferacion, migracion, invasion y crecimiento independiente de adhesién en
lineas celulares derivadas de CaP (39). Mas aun, en 2018 se reportd por primera vez que
la concentracion sérica de PGRN en pacientes con CaP difiere significativamente
dependiente de la edad y la puntuacién de la escala de Gleason, ademas de que estas
concentraciones se asocian con la prognosis de la enfermedad (40).

La PGRN es una glicoproteina de secrecion con un peso molecular aproximado
de 67-88 kDa que originalmente se purificé a partir de los testiculos de cobaya (41). El
gene que codifica para la PGRN humana contiene 13 exones y se localiza en el brazo
largo del cromosoma 17, especificamente en la banda 17921.23 y se sintetiza en forma
de preprogranulina con 593 aminoacidos de los cuales el 15% son residuos de cisteinas
(41,42). Estructuralmente, la PGRN consiste en siete y medio repeticiones en tandem de
los dominios denominados granulina/epitelina. La proteina intacta es codificada por 12
de los 13 exones presentes en el gen. Una vez secretada, la PGRN es procesada
enzimaticamente para liberar los fragmentos o péptidos individuales de granulinas
(42,43). Las proteasas que se han identificado como responsables de este procesamiento
son entre otras la elastasa de neutroéfilos, metaloproteasa de matriz extracelular (MMP-)
9, MMP-12 y MMP-14 (43).

La regulacion de la expresion de PGRN en CaP aun no ha sido estudiada, sin
embargo, en otros tipos de cancer, moléculas como LPA, IL-6 e hipoxia han sido
reportadas como sus inductores (44). Las vias de sefalizacion predominantes para iniciar
la sintesis de PGRN incluyen la activacion de proteincinasa B (AKT), diana de rapamicina
en células de mamifero (MTOR), cinasas activadas por mitégeno (MAPK), cinasas

reguladas por sefiales extracelulares (ERK) 1/2 y proteincinasa C (PKC) (45).

1.4.8 Factores ambientales y ocupacionales
Diversos estudios epidemioldgicos han intentado correlacionar la exposicion a

diversos agentes tanto ambientales como ocupacionales con el CaP; sin embargo, hoy

en dia los resultados son inconclusos y depende especificamente del agente estudiado.
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1.4.8.1 Pesticidas

La interpretacion del analisis de la asociacién entre pesticidas y CaP es compleja
debido a la gran cantidad de principios activos, asi como a la exposicion crénica a bajas
concentraciones de la poblacién general por via indirecta a través de alimentos, agua y
aire. Sin embargo, diversos estudios en los aflos 90 demostraron mayor incidencia y
mortalidad por CaP de varones en zonas rurales con fuerte actividad agricola
comparados con varones de otras zonas (46, 47,48). Estos estudios plantearon la
posibilidad de que el uso de pesticidas pudiera estar asociado a esta neoplasia, sin
embargo, no se descartaron otros factores como estilo de vida, dieta, factores

infecciosos, entre otros.

Durante la ultima década, se han analizado poblaciones especificas con
exposicion regular a diversos pesticidas como son agricultores y trabajadores en la
produccion y aplicacion de estos compuestos. De manera general, estos estudios
reportaron un incremento del riesgo a padecer CaP entre el 12 y 13% en los aplicadores
de pesticidas y de un 28% en los trabajadores de la fabricacion (49,50,51). En lo que
respecta a los agricultores, el Agricultural Health Study, realizado en Estados Unidos
durante 1993 y 2002 demostré un incremento del 14% en el riesgo de desarrollar CaP
(52).

Ahora bien, el analisis detallado de estos estudios mostré los pesticidas
especificos que se asocian con un incremento en el riesgo de padecer CaP. Por ejemplo,
los pesticidas organoclorados como el clordano, heptacloro y lindano se asocian con un
incremento significativo en el riesgo de CaP, mientras que con las triazinas Unicamente
se observa un incremento ligero no significativo. Por su parte, los pesticidas
organofosforados y carbamatos no se asocian con el incremento a desarrollar CaP (53).
De manera interesante, el carbofurano y cumafés se asocian con esta neoplasia
Unicamente en varones con una historia familiar previa de CaP (54). Asimismo, en el caso
especifico del DDT y el bromuro de metilo, la asociacion ocurre en varones mayores de
50 afos (48).

21



Antecedentes

1.4.8.2 Herbicidas

Los herbicidas son compuestos quimicos encargados de destruir o impedir el
desarrollo de plantas herbaceas. Uno de los productos mas conocidos de este tipo de
sustancias es el agente naranja, el cual fue utilizado indiscriminadamente por el ejército
de Estados Unidos durante la guerra de Vietnam entre 1962 y 1971. Este herbicida, que
es una mezcla del &cido 2,4-diclorofenoxiacético y el acido 2,4,5-triclorofenoxiacético, se
encuentra contaminada con la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, compuesto altamente
carcinogénico. Dado que los veteranos de guerra encargados de la preparacion y
distribucién del agente naranja son una cohorte Unica, diversos autores han estudiado en
ellos la relacién entre la exposicion al herbicida con el CaP. Estos estudios han
demostrado que varones expuestos al agente naranja tienen mayor riesgo de desarrollar
CaP, con edades mas tempranas al diagndstico y con canceres mas agresivos y
metastéasicos. (55, 56,57).

1.4.8.3 Industria del Caucho

El riesgo carcinogénico de la industria de caucho principalmente por la exposicion
a aminas aromaticas y solventes durante la fabricacion de cables y neumaticos fue
descrito entre 1982 y 1987, clasificandose dentro del grupo 1 de acuerdo con la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) (53). En lo que respecta al CaP, los
estudios han demostrado resultados contradictorios e inclusive inconsistentes, por lo
tanto, se considera que no existe evidencia de que la exposicion a los diferentes
compuestos en la fabricacion de cables o neumaticos incremente el riesgo de padecer
CaP (58, 59, 60,53).
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1.4.8.4 Metales Pesados

La exposicion a metales pesados a través del consumo de tabaco, la ocupacion y
la dieta ha sido implicada en la patogénesis del CaP. De todos los elementos estudiados,
resalta de manera interesante la presencia o0 ausencia de cuatro elementos importantes,
el zinc, plomo, cromo y cadmio. En relacion con el zinc, estudios epidemiolégicos han
mostrado que niveles bajos de este elemento se relacionan directamente con la
recurrencia de la enfermedad. De hecho, el tejido prostatico maligno tiene entre 60 y 70%
menos concentracion de zinc comparativamente con el tejido prostatico normal (61).
Asimismo, se ha demostrado una mayor proporcion de casos de CaP en zonas con

niveles reducidas de zinc en el suelo (62).

Por su parte, el aumento de plomo en sangre debido a la exposicién ocupacional
juega un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad, ya que se ha encontrado
mayor concentracion de este metal en pacientes con CaP en comparacion con los
controles respectivos. Esta asociacion posiblemente se debe a la generacion de especies

reactivas de oxigeno (63).

El cromo es otro metal pesado que se ha asociado con un incremento significativo
en el riesgo de padecer CaP. Las fuentes de exposicion mas comunes a este metal
incluyen la manufactura de acero, lo que ocurre principalmente durante la etapa de pulido
gue produce particulas suspendidas y en la construcciéon mediante la exposicion de

compuestos de cromo contenidos en el cemento (53).

Finalmente, en lo que respecta al cadmio (Cd), los resultados obtenidos hasta hoy
en dia son inconsistentes, ya que algunos estudios realizados encuentran aumento
significativo de la agresividad y riesgo a padecer CaP en varones expuestos a través de
la dieta, ocupacion y/o tabaquismo (64). Asimismo, el andlisis de tejidos derivados de
cancer de prostata mostré una relacion positiva entre las concentraciones de este metal
y el grado histologico. Mas aun, estas concentraciones fueron mayores al compararse
con tejidos provenientes de hiperplasia prostatica (65). Por el contrario, otros autores han
encontrado que la asociacion entre las concentraciones de este elemento en ufias con

un mayor riesgo de presentar esta enfermedad no tiene una significancia estadistica (66).
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Ademas, otros estudios demostraron incrementos no significativos en la incidencia y

mortalidad por CaP en hombres ocupacionalmente expuestos (67,68).

A pesar de los resultados contradictorios en la relacion de la exposicion a Cd con
incremento en el riesgo a desarrollar CaP, se ha considerado que, por su potencial

carcinogénico, este metal es un inductor importante de esta neoplasia.

1.5 Cadmio como inductor de CaP

El Cd es un elemento electropositivo perteneciente al grupo de los metales de
transicion que fue descubierto en Alemania en 1817 por Friedrich Stromeyer, como una
impureza en el carbonato de zinc (69). Su nimero en la tabla peridédicay su peso atbmico
son 48 y 112.4, respectivamente. El Cd normalmente se encuentra en concentraciones
bajas de forma natural en la corteza terrestre; sin embargo, actualmente las
concentraciones a las que la poblacion se encuentra expuesta se han incrementado como
resultado de su uso industrial como componente de pilas de niquel-cadmio, pigmentos,

plasticos y fertilizantes, asi como en la industria de la fundicion.

1.5.1 Exposicion

Las vias principales de exposicion al Cd son la gastrointestinal por ingesta de
alimentos contaminados y la inhalacion de particulas suspendidas en el aire. Las fuentes
principales incluyen vegetales y granos de cereales como arroz y trigo que acumulan
concentraciones considerables de este metal a partir del suelo. También se han
encontrado niveles significativos de este compuesto en mariscos, asi como en higado y
rifones de diferentes tipos de ganado. Las particulas suspendidas en el aire son
consecuencia de la emision industrial. Otra fuente de exposicidbn no ocupacional al
cadmio por inhalacion es el consumo de tabaco a través de los cigarros, de hecho, se

cree que el tabaquismo duplica la vida media de la carga corporal de este metal. (70).
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1.5.2 Absorciéon

La absorcién del Cd por via gastrointestinal es limitada ya que solamente entre el
5y 10% de la cantidad ingerida es absorbida; sin embargo, este porcentaje puede
incrementarse significativamente si existe una deficiencia de calcio y/o hierro en la dieta

o bien la dieta es baja en proteinas (71).

Por su parte, la absorcién pulmonar, como con cualquier sustancia téxica, depende
del sitio de depdsito y el tamafio de la particula. En el caso del cadmio, la absorcién
después de su inhalacion alcanza entre el 5y 35 % del total de la dosis expuesta.
Especificamente con el humo del cigarro, este porcentaje se eleva hasta un 50%,

considerandose que se absorbe el 100% de lo que llega al alveolo (72).

1.5.3 Transporte y distribucion

La informacién en relacion con el transporte de Cd en humanos desde el sitio de
absorcion hasta los diferentes 6rganos es escasa; sin embargo, se sabe que este metal
es transportado en el torrente sanguineo unido a la albumina u otras proteinas
plasmaticas ricas en cisteina o grupos tiol de alto y bajo peso molecular en donde se
incluyen las metalotioneinas (MT). La proporcion de Cd unido a las MT y otras proteinas
varia dependiendo del tipo y tiempo de exposicion. Por ejemplo, en etapas tempranas
(menos de 24 horas) el Cd se une principalmente a proteinas de alto peso molecular
como la albumina; mientras que en etapas tardias (mayores de 24 horas), se une

principalmente a proteinas de bajo peso como las MTs y glutation (73, 74, 75,76).

El Cd transportado en torrente sanguineo es incorporado rapidamente a diversos
tejidos a través de un mecanismo mediado por canales de calcio, e induce la sintesis de
la metalotioneina, proteina de bajo peso molecular y con alta afinidad de union a este
elemento, la cual es la encargada de la destoxificacidon del cadmio. Los complejos
cadmio-metalotioneina se almacenan principalmente en el higado; sin embargo, pueden
ser liberados y transportados hasta los riflones donde son reabsorbidos y degradados en

los lisosomas de los tubulos renales, liberando el cadmio que causa toxicidad renal (77).
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1.5.4 Excrecion

El Cd absorbido es excretado principalmente por orina y heces fecales con una
tasa de excrecion muy baja, siendo Unicamente entre el 0.005 y 0.015% de la carga
corporal total (78). En el caso de la excrecion urinaria, la cantidad de Cd eliminada
correlaciona directamente con la cantidad de MT en orina y depende en gran medida de
la edad (79). En contraste, la excrecion fecal no depende de la edad y tiene una relacion
directa con la cantidad ingerida diariamente (80). El mecanismo de excrecién fecal incluye
el transporte de Cd a través de la mucosa intestinal y la secrecién biliar, la cual depende,
en parte, de la formacion de complejos con glutation (81,82). Otras vias de excreciéon de
Cd incluyen sudor, cabello y leche materna, sin embargo, éstas no son de importancia

para la excrecion total ni significativas para la vida media de este metal (83,84,85).

1.6 Mecanismos moleculares de la carcinogénesis prostatica inducidos por Cd

A pesar de la inconsistencia de los datos para asociar el CaP con la exposicion a
Cd, diversos estudios han descrito los mecanismos moleculares por los cuales el Cd
induce la transformacion maligna de células prostaticas normales. Por ejemplo, se ha
demostrado que el Cd es capaz de modular la actividad transcripcional del AR, ya que
revierte la sumoilaciéon por estimulacion de la proteasa 1 especifica de SUMO (SENP1)
(86). Asimismo, otro estudio demostré que la secrecion de TGF-B a partir de células
epiteliales transformadas por Cd altera el fenotipo de células normales pluripotenciales
de préstata a un fenotipo cancerigeno, ademas de inducir la expresion de genes
asociados a la transicion epitelio-mesénquima como la MMP-2, MMP-9, Snaill, entre
otros (87).

Otros mecanismos descritos por los cuales el Cd puede inducir la transformacion
maligna de la linea celular RWPE-1, la cual es derivada de epitelio normal de préstata,
incluyen aumento en la resistencia a la muerte celular por apoptosis mediante la inhibicién
de la expresion de BAX y las caspasas 3, 4, 5, 8 y 9 asi como induccién de BCL-2 e
incremento de la invasividad debido a induccion de la expresion de MMP-9 y MMP-2
(88,89).
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El estado de metilacion del ADN celular es otro mecanismo importante para el
desarrollo de cancer. En este sentido, el cadmio induce hipermetilacion de genes
supresores de tumores durante la transformacion maligna de células epiteliales de
préstata, debido a un incremento en la expresion y actividad de las DNA
metiltransferasas, especificamente la DNMT3b (90).

La modulacién de las vias de transduccion de sefial son eventos claves para la
transformacion maligna de células epiteliales normales de préstata y de la linea celular
RWPE-1. Las vias de sefalizacidén que se alteran principalmente en células epiteliales de
prostata expuesta a Cd son fosfatidilinositol-3-cinasa, Akt, proteinas cinasas activadas
por mitdgenos, cinasas reguladas por sefiales extracelulares, factor nuclear kB, proteina
de unidén a elementos de respuesta de cAMP y fosfolipasa C (91,92). Los genes
estimulados por estas vias de sefalizacion incluyen c-Jun, c-Fos y c-myc, sin embargo,
aun es necesario establecer cuales son las moléculas efectoras finales de la activacion
de estas vias. En este sentido resalta de manera interesante que el Cd induce la
activacion de la via PIBK/AKT/mTOR, misma que tiene efecto en la expresiéon de PGRN,
la cual se ha asociado con el CaP. Es por esto, que la presente tesis pretende evaluar el
efecto del Cd en la expresibn de PGRN como uno de los factores de crecimiento

inducidos por este metal, en la linea celular derivada de cancer de prostata, PC-3.

27



Justificacién

JUSTIFICACION

El CaP en México es un problema de salud publica debido a que es la primera
causa de muerte por cancer en hombres mayores de 60 afios. En sus etapas iniciales, el
CaP depende de los andrégenos para su proliferacidn, por lo cual el tratamiento clasico
consiste en bloquear la accion de éstos, resultando en una disminucion del crecimiento
del tumor. A pesar de ello, eventualmente, el CaP se vuelve independiente de los
andrégenos, reanudando su crecimiento en una forma mas agresiva. Se han implicado
factores ambientales en el desarrollo de este cancer, existiendo una gran variedad de
estudios ambientales y ocupacionales en donde se reconoce al Cd como parte de la
etiologia de esta enfermedad. Los mecanismos moleculares por los cuales induce la
transformacion celular, la progresién a un CaP androgeno-independiente y la metastasis
aun no se ha establecido; sin embargo, es claro que la carcinogénesis inducida por Cd
en otros organos y tejidos incluye cambios en la expresion génica que afectan la
proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Por lo anterior, es que es necesario una
investigacion sobre los mecanismos inducidos por Cd que podran participan en la génesis
y progresion de esta neoplasia. Por lo, que conocer los mecanismos moleculares por los
cuales el Cd induce el desarrollo del CaP ofrece la posibilidad de identificar nuevos

biomarcadores y blancos terapéuticos para el diagnostico y tratamiento de esta patologia.
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HIPOTESIS

Si se expone la linea celular PC-3 derivada de CaP a diferentes concentraciones de Cd,
la expresion de PGRN se incrementara en forma dosis-dependiente.
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OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

e Analizar la expresion de PGNR en cultivos de lineas celulares derivadas de CaP

por la exposicion a diferentes concentraciones de Cd.

4.2 Obijetivos particulares

e Caracterizar el efecto de Cd en la viabilidad de la linea celular derivada de CaP
denominada PC-3.
e Establecer si la exposicion de la linea celular PC-3 a diferentes concentraciones

de Cd induce la expresion de PGRN.
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Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS

5.1 Estrategia experimental

El desarrollo experimental de este trabajo se llevé acabo utilizando la linea celular
PC-3 (Figura 14) (adquirida en la ATCC, EUA), la cual proviene de un adenocarcinoma
prostéatico grado IV, el cual se obtuvo de un sitio de metéstasis a hueso y es independiente
de andrégenos. Asimismo, no expresa PSA. Estas células se incubaron en presencia de
diferentes concentraciones de CdCl, durante 24 y al término de este periodo, se

determind la viabilidad celular y la expresion de PGRN (Figura 15).

ATCC Number: CRL-1435 ™
Designation: ~ PC-3

High Density

Figura 14. Linea celular PC-3.
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Linea celular PC-3

Cultivo celular en
presencia de CdCl, (20,
10, 5, 2.5y 1.25 uM)

Cultivo celular en
presencia de CdCl, (5,
2.5y 1.25 uM)

Determinacién de
viabilidad célular

Determinacion de
progranulina
intracelular

Extracciény
cuantificacion de
proteinas totales

Técnica LDH

Técnica BCA

Técnica Western Blot

Figura 15. Diagrama del desarrollo experimental.

5.2 Cultivo celular

Las células PC-3 se mantuvieron en cultivo utilizando botellas de poliestireno de
25 cm? (Corning Inc., EUA) empleando medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-
1640 (ThermoFisher, EUA), el cual fue complementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), 1mM de piruvato de sodio y una mezcla de penicilina 100 U/mL, estreptomicina
100 ug/mL y anfotericina B 0.25 pg/mL (RPMI-C) (ThermoFisher, EUA). Esta linea celular

se incub6 a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2.
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5.3 Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de la linea celular PC-3 en presencia de diferentes concentraciones
de CdCl, se determin6 mediante la deteccion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
liberada al medio de cultivo por células que pierden la integridad de su membrana
plasmatica, utilizando el estuche comercial CytoTox 96 non-radioactive cytotoxicity assay
(Promega Corp., EUA). Se sembraron 1x10 4 células por pozo en una placa de 96 pozos
utilizando 100 pyL de RPMI-C. Después de 24 h de incubacién a 37°C en atmosfera de
5% de CO2, el medio de cultivo fue reemplazado por medio de cultivo sin rojo de fenol ni
SFB conteniendo diferentes concentraciones (20, 10, 5, 2.5y 1.25 uM) de CdCl; (Sigma-
Aldrich Corp., EUA).

1 2 3 45 6 7 8 9101112

20.0 uM Cd + células PC-3

A

B om Control células PC-3

C OO0 1.25 uM Cd + células PC-3
D (9.0.0) 2.50 M Cd + células PC-3
E OO0 5.0 uM Cd + células PC-3
F OO0 10.0 uM Cd + células PC-3
G 000

H

Figura 16. Esquema de distribucion celular en la placa de 96 pozos para el ensayo de
viabilidad de células PC-3 con diferentes concentraciones de Cd.
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Transcurridas 24 h mas de incubacion a 37°C en ambiente hiumedo y con 5% de CO., se
transfirieron 50 pl del sobrenadante de cada pozo a un pozo nuevo. En los pozos donde
se encuentran las células se agregaron 5 pl de Triton X-100 al 1% y la placa se incubd
nuevamente a 37°C en ambiente humedo y con 5% de CO: durante 45 minutos.

1 2 3 45 6 7 8 9101112

A
B m m Control células PC-3
c OO0 OCD 1.25 uM Cd + células PC-3
D OO0 => OO0 2.50 uM Cd + células PC-3
E QOO OO0 5.0 uM Cd + células PC-3
F OO0 OCO 10.0 uM Cd + células PC-3
G OCD O(D 20.0 uM Cd + células PC-3
H

células PC-3 50 yl de

adheridas sobrenadante

Figura 17.Esquema de distribucion celular en la placa de 96 pozos para el ensayo de
viabilidad al transferir sobrenadante de células PC-3 con diferentes concentraciones de
Cd.

Al término de esta incubacion, se adicionaron con 50 ul de sustrato a cada pozo y
la actividad de LDH se cuantifico mediante espectrofotometria a 490 nm utilizando un
lector de placas (Bio-Rad, EUA). La liberacibn maxima se obtuvo considerando las
células que se incubaron con Triton X-100 al 1%. Los resultados se expresaron en

porcentaje de viabilidad, calculado con la siguiente formula:

Liberacién espontanea de LDH)]

% Viabilid d=100><[1—( -~ —
% Viabilida Maxima liberacion de LDH
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5.4 Exposicion de células PC-3 al cadmio

La exposicion de las células PC-3 se llevo acabo en placas en placas de 12 pozos,
en donde se sembraron 1.5 X105 células por pozo en 1 mL de RPMI-C, y se incubaron a
37°C en ambiente humedo y con 5% de CO- durante 24 h. Transcurrido este tiempo, el
medio de cultivo fue reemplazado por 1 mL de medio fresco sin rojo de fenol ni SFB
conteniendo diferentes concentraciones de CdClz> (5, 2.5 y 1.25 uM). Las células se
incubaron durante 24 h adicionales en las mismas condiciones y posteriormente se

obtuvieron lisados celulares, los cuales fueron almacenados a -80°C hasta su uso.

@ @ Control células PC-3
1.25 uM Cd + céluias
PC-3

2.5 uM Cd + células
PC-3

5.0 uM Cd + células
PC-3

000©
000

Figura 18. Esquema de distribucion celular en la placa de 16 pozos para exposicion de
células PC-3 con diferentes concentraciones de Cd.

5.5 Extraccion de proteinas

Las células estimuladas se lavaron con 500 ul de PBS y después fueron lisadas
con 70 pyL de buffer de lisis (Cell Signaling, EUA) complementado con inhibidores de
proteasas y fosfatasas (Complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail; Sigma
Aldrich, EUA) durante 5 minutos a 4°C. Los lisados fueron centrifugados a 10,000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C, y la concentracién total de proteinas se cuantific6 mediante el

ensayo del acido bicinconinico (BCA).
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5.6 Cuantificacién de proteinas

La cuantificacion de proteinas totales del lisado celular se determiné utilizando el
estuche comercial Pierce BCA Assay (Pierce, EUA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se elaboré una curva estandar utilizando albumina sérica bovina
(BSA) de acuerdo con las indicaciones mostradas en la tabla 1. Cada muestra fue diluida
con SDS al 0.01% como se indica en la tabla 2.

Tabla 1. Preparacion de la curva estandar para la cuantificacion de proteinas

Tubo Preparacion Concentracion

(Hg/mL)

1 50 pL de 600 pg/mL de BSA + 950 pL de SDS al 0.01% 30 ug

2 500 pL del tubo 1 + 500 pL de SDS al 0.01% 15 ug

3 500 pL del tubo 2 + 500 pL de SDS al 0.01% 7.5 ug

4 500 pL del tubo 3 + 500 uL de SDS al 0.01% 3.7 ug

5 500 pL del tubo 4 + 500 pL de SDS al 0.01% 1.8 ug

6 500 pL del tubo 5 + 500 pL de SDS al 0.01% 0.9 ug

7 500 pL de SDS al 0.01% 0 ug

Tabla 2. Diluciones de las muestras.

Tubo Preparacion Dilucién
Muestra 10 pl de muestra + 740 pL de SDS al 0.01% 1.74
B 250 pl del tubo muestra A + 500 pL de SDS al 1:250
0.01%
C 250 ul del tubo B + 500 pL de SDS al 0.01% 1:750

Las muestras y la curva estandar se incubaron con 500 uL del reactivo BCA preparado
previamente con 10 mL del reactivo Ay 200 uL de reactivo B durante 30 minutos a 60°C.
Terminado el tiempo de incubacién, se dejaron enfriar las muestras y se determiné la

absorbancia a 562 nm.
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5.7 Andlisis de la expresiéon de progranulina mediante Western Blot

Para el analisis de la expresion de PGRN, una fraccion de la proteina total obtenida
del lisado celular (5 ug) se desnaturalizé en buffer de Laemmli que contenia 400 mM de
ditiotreitol (DTT) a 95° C durante 10 minutos. A continuacion, las proteinas fueron
separadas por electroforesis en gel de policacrilamida al 10% en condiciones
desnaturalizantes en presencia de SDS, durante 2.5 h a 25 mA. Posteriormente, las
proteinas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) a 25
mA durante 16 h a 4° C.

Después de la transferencia, las membranas se bloguearon 1 h a temperatura
ambiente con buffer salino-Tris contendiendo 0.1% de tween-20 (TBS-T) y 5% de leche
descremada. Posteriormente, las membranas se incubaron en presencia del anticuerpo
anti-PGRN a una dilucién de 1:2,000 en TBS-T a 4°C en agitacion durante toda la noche.
Para la deteccion de B-actina se utilizé6 un anticuerpo monoclonal (Abcam, GB) a una
dilucion 1:3,000. Transcurrido este tiempo, las membranas se lavaron con TBS-T (3
veces por 15 minutos) e incubaron con los anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo y
anti-lgG de raton, respectivamente, conjugados con peroxidasa (Jackson
ImmunoResearch, EUA) a una dilucion de 1:10,000 en TBS-T con 5% de leche
descremada a temperatura ambiente en agitacion durante 1.5 horas. Posteriormente, las
membranas fueron lavadas tres veces con TBS-T y la PGRN fue detectada utilizando el
reactivo de quimioluminiscencia Super Signal West Femto Substrate (ThermoFisher
Scientific, EUA), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. El revelando de las
membranas se realizdé con el equipo C-Digit® Blot Scanner (LI-COR, Inc., EUA) y la
intensidad de las bandas fue analizada con el programa “Image Studio Lite”. Finalmente,

los niveles de PGRN fueron normalizados contra los niveles de B-actina.
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5.8 Anélisis Estadistico

El andlisis estadistico de las variables experimentales se realiz6 usando el
programa Prism 6.0 para Mac (GraphPad Software, Inc., EUA) en el cual se hizo la prueba
de andlisis de varianza ANOVA, seguida de la prueba de multiples comparaciones contra
el grupo control (método de Dunnett). En ambas pruebas, el limite maximo permitido del
valor alfa (a) fue de 0.05 y el valor expresado como p es la significancia existente en cada

caso.
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RESULTADOS

6.1 Efecto del cadmio en la viabilidad de células PC-3

Con el objeto de establecer el rango de concentraciones no toxicas de Cd para las
células PC-3, se evalud la viabilidad celular por medio de la liberacién de la enzima LDH
al medio de cultivo. Los ensayos de exposicién de la linea celular PC-3 a concentraciones
crecientes de Cd durante 24 h, mostraron que la viabilidad celular se mantiene por arriba
del 90% a concentraciones menores de 5 uM, contando con un 100% en una
concentracion de 1.25 uM, 94.93% en 2.5 uM y 93.68 en 5 pM. Por otra parte, las
concentraciones superiores a 10 pM inducen muerte celular estadisticamente
significativa con respecto al control, ya que en la concentracion de 10 uM fue de 89.07%.
En el caso especifico de la concentracion de 20 yM, la viabilidad alcanzé Unicamente el
68% (Figura 19). Por lo tanto, basados en estos resultados, se decidié trabajar con
concentraciones menores a 5 yM de Cd durante 24 horas ya que no resultaron citotoxicas
para las células.
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Figura 19. Viabilidad celular de células PC-3 expuestas a diferentes concentraciones de
Cd en un periodo de tiempo de 24 horas.

La viabilidad celular fue determinada por la liberacién de la enzima LDH al medio de
cultivo. Cada barra representa la media + EE de tres experimentos realizados por
triplicado. La prueba de ANOVA seguida por la prueba de Dunnett mostrd significancia

estadistica con respecto al control (p<0.05; *indica diferencia significativa con respecto al
control).
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6.2 Efecto del cadmio en la expresiéon de progranulina a partir de células PC-3.

La determinacion de PGRN en células PC-3 incubadas en presencia de CdCl; se
llevé a cabo mediante la técnica de Western blot. Inicialmente se determiné la cantidad
de proteinas totales necesarias para detectar la PGRN. En la figura 20 se observa que,
utiizando 5 mg de proteina total, el anticuerpo anti-PGRN detecta tres bandas
aproximadamente a 68, 66 y 46 kDa, por lo que se decidié6 emplear esta cantidad para

todos los experimentos.

Proteinas totales (ug)
kDa 5 1 0.2 0.04

68 —

46 — WS

Figura 20. Cantidad de proteinas totales necesarias para la deteccion de PGRN
mediante la técnica de Western blot.

El anticuerpo utilizado detecta tres bandas con pesos aproximados de 68, 66 y 46 kDa.
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Una vez establecidas las concentraciones no citotdxicas, asi como la cantidad de
proteina necesaria para la deteccion de PGRN en los Western blots, se evalu6 la
capacidad del Cd para inducir la expresion de PGRN en las células PC-3. Los resultados
de la exposicion de células PC-3 con concentraciones crecientes de CdCl> no mostraron

cambio significativo con respecto al control (Figura 21).
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Figura 21. Expresion de PGRN en células PC-3 expuestas a diferentes
concentraciones de Cd en un periodo de tiempo de 24 horas.

La expresion de PGRN y B-actina se analizaron mediante la técnica de Western blot (A).
Los niveles de expresion fueron cuantificados por densitometria y normalizados contra
los niveles de B-actina como control interno. Los valores obtenidos se expresan como
cambio porcentual con respecto al control. Cada barra representa la media + EE de cuatro
experimentos (B). La prueba de ANOVA seguida por la prueba de Dunnett no mostré
significancia estadistica con respecto al control (p<0.05).
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DISCUSION

El CaP es un problema de salud publica ya que mundialmente es el cancer no
cutaneo mas frecuente en varones y constituye la segunda neoplasia con mayor
mortalidad solo por debajo del cancer de pulmén. Especificamente en México, el CaP no
solo es la primera causa de mortalidad entre las neoplasias masculinas, sino que también
ocupa el primer lugar en incidencia y prevalencia en hombres mayores de 60 afios. Por
todo esto, es necesario estudiar el CaP desde diversos aspectos incluidos los factores
de riesgo, el tratamiento y sobretodo la etiopatogenia con el objetivo de reducir suimpacto

a nivel hospitalario, personal, social y econémico.

Entre los factores riesgo asociados con el CaP, resaltan de manera importante los
factores ambientales ya que, como consecuencia de las actividades antropogénicas
actuales, la exposicion a diversos contaminantes se ha incrementado significativamente
en la poblacion general. En lo que respecta al Cd, los estudios epidemioldgicos de
asociacion no son concluyentes, de hecho, algunos reportes son contradictorios entre
ellos; sin embargo, es necesario considerar las posibles interacciones de este metal con
otros compuestos que puedan potenciar o inhibir su efecto carcinogénico. Tal es el caso
del zinc, que posee efectos antagonicos al Cd en la préstata. Por lo que aun no se puede
descartar que la relacion Zn/Cd en el tejido prostatico sea de importancia para inducir el
desarrollo de CaP (64). El Cd es un metal toxico no esencial que por su vida media
biologica se acumula en diversos tejidos siendo la prostata uno de los que contienen
mayor concentracion (93). Mas adn, las investigaciones in vitro han descrito diversos
mecanismos moleculares por los cuales el Cd pudiera inducir la carcinogénesis prostatica
tales como dafio al DNA e inhibicion de la maquinaria para su reparacion, alteracion en
la expresion de genes, induccion de estrés oxidativo y alteracion de los mecanismos
apoptéticos, (94). Por todo lo anterior se decidié estudiar nuevos mecanismos que

pudieran explicar en parte los efectos de este metal sobre células de cancer de prostata.

La progresiéon tumoral del CaP, como cualquier neoplasia, se caracteriza por una
proliferacion e invasién celular acelerada, la cual depende en gran medida del
microambiente presente en ese momento. Generalmente, el microambiente tumoral se

encuentra constituido por la secrecion de citocinas, proteasas y factores de crecimiento.
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En este sentido, la PGRN es un fuerte candidato para explicar la progresion del CaP ya
que se ha reportado que induce la proliferacion y migracion celular, asi como el
crecimiento celular independiente de adhesion en diversas lineas celulares derivadas de
CaP (44). Asimismo, la expresion de PGRN depende de vias de sefializacion que son
capaces de ser activadas por el Cd (95, 96), por lo tanto, en este trabajo se decidio

estudiar el efecto de Cd en la induccién de PGRN en la linea celular PC3.

Los resultados presentados en esta investigacion demostraron que la exposicion
de la linea celular PC3 a Cd no induce la expresion de la PGRN en las concentraciones
utilizadas. Ahora bien, es importante mencionar que la linea celular utilizada en esta
investigacion tiene caracteristicas especificas de etapas avanzadas del CaP, es decir,
gue su crecimiento es independiente de andrégenos y tiene una capacidad metastasica
significativa. Por lo tanto, los resultados obtenidos no pueden ser generalizados al
contexto global del CaP. Por lo, que se consideramos que se deben realizar experimentos
adicionales utilizando otras lineas celulares como LNCaP, la cual es dependiente de
androgenos (97) y RPWE-1 (98), que se obtuvo al inmortalizar células epiteliales de
préstata por medio de la transfeccidon de una copia sencilla del virus de papiloma humano
18, para poder determinar el efecto de Cd en la expresion de PGRN en diferentes etapas

de la patologia.

La PGRN es una proteina de secrecion, que puede ser modificada
proteoliticamente en el espacio extracelular por diversas enzimas tal como la elastasa de
neutrofilos, proteinasa 3, metaloproteasas de matriz extracelular 9, 12 y 14 asi como la
ADAMTS-7 (disintegrin-like and metalloproteinase domain 7) (99). Ademas,
recientemente se demostr6 que la PGRN puede ser procesada y degrada
intracelularmente por la catepsina L (100). Estos dos eventos, la secrecion de PGRN y la
degradacion intracelular, debe considerarse para explicar los resultados de este estudio,
ya que se determiné la PGRN intracelular. Probablemente, no se observé cambio en la
expresion de esta proteina debido a que es secretada o degradaba rapidamente. Por lo
gue es necesario realizar nuevos experimentos para determinar los niveles de PGRN en

el medio de cultivo o bien su tasa de procesamiento intracelular.
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Finalmente, las evidencias presentadas en esta tesis nos permiten concluir que la
exposicion a Cd de células derivadas de CaP andrégeno-independiente no tiene efecto
en la expresion de PGRN con las concentraciones estudiadas. Lo anterior no descarta la
posibilidad de que la PGRN sea inducida por el Cd en células androgeno-dependiente o
bien, en células prostaticas normales, por lo que es necesario realizar mas estudios para

resolver estas incognitas.
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CONCLUSIONES

1. Las concentraciones de Cd 10 uM y 20 uM presentaron actividad citotoxica para la
linea celular PC3derivada de CaP.

2. El Cd no modifica la expresion de PGRN a nivel intracelular en la linea celular
andrégeno-independiente PC3 derivada de CaP en concentraciones de 1.25 uM, 2.5
MMy 5 uM de CdCla.
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