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Resumen

A nivel mundial, el cancer de préstata (CaP) es el segundo tipo de cancer mas frecuente
en hombres y la causa mas comun de muerte asociada a cancer en la poblacion masculina
en México. A lo largo de su evolucién patolégica, la prostata atraviesa una transformacion
maligna que comienza con un estado de dependencia a las hormonas sexuales
masculinas y que, por algunos mecanismos que pueden estar asociados al receptor de
andrégenos, termina como un tumor independiente de cualquier modificacion y/o terapia
hormonal. Uno de estos mecanismos corresponde a la alteracion de la actividad
transcripcional del receptor de androgenos mediada por moléculas correguladoras que
forman parte de su maquinaria transcripcional. En este estudio, se analiz6 el
comportamiento de la expresion génica de 19 moléculas coactivadoras del receptor de
andrégenos, mediante andlisis de PCR en tiempo real del cDNA tanto de tejido normal
como de tejido tumoral de 10 pacientes con diagnéstico de CaP, con el objetivo de
identificar alteraciones en la expresion en tejido tumoral. Los resultados determinaron que
uno de los coactivadores, KDM4A, demostré un incremento en la expresiéon del transcrito
en el tumor. Dichos resultados se correlacionan con la literatura que respalda la relaciéon
entre la desregulacion de KDM4A y el progreso del CaP hacia un estado de independencia

a los androgenos.
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Antecedentes

1. Estructura y funcion prostatica

La prostata es una glandula sexual con un importante papel biolégico en el sistema
reproductor masculino (1). Con un peso aproximado de 20 g, en hombres de 20 afios, esta
glandula rodea la uretra (Figura 1), tiene una forma redonda, eliptica o triangular y esta
formada por regiones glandulares y otras no glandulares rodeadas por una capsula fibrosa

y elastica (1,2).

De acuerdo con Lowsley, la préstata puede dividirse en cinco Iébulos: uno anterior, uno
posterior, uno medio y dos laterales (Figura 1) (2). El I6bulo anterior o istmo se encuentra
anterior a la uretra, el l6bulo posterior se encuentra posterior a la uretra e inferior a los
conductos eyaculatorios, el I6bulo medio esta entre la uretra y los conductos eyaculatorios
y los lobulos laterales estan a ambos lados de la uretra y forman la mayor parte del

volumen prostético (3).

12
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Figura 1. Imagen representativa de la prostata segun la anatomia propuesta por Oswald
Lowsley. Imagen modificada por LECZ en el laboratorio de Bioquimica Hormonal,
departamento de Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ, obtenida de internet, pero no

se logré identificar su fuente original.

Desde la perspectiva de McNeal (1981) (Figura 2), la préstata se divide en cuatro zonas:
la zona periférica, la cual representa los l6bulos laterales y el posterior, o que constituye
el 70% de la parte glandular. La zona central, la cual tiene forma de cufia y se encuentra
rodeada por la zona periférica, por si sola compone el 25% de la préstata glandular que
rodea los conductos eyaculatorios. La zona transicional consiste en dos I6bulos
independientes de tejido glandular y la zona periuretral consiste en pequefios conductos y
acinas sin desarrollar que se encuentran dispersos a lo largo del segmento proximal del

esfinter pre-prostatico (3).
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Clasificacion de McNeal
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Figura 2. Imagen representativa de la préstata segun la anatomia propuesta por John
Edwin McNeal. Imagen modificada por LECZ en el laboratorio de Bioquimica Hormonal,
departamento de Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ, obtenida de internet, pero no

se logro identificar su fuente original.

La prostata humana estd compuesta por tres tipos de células: En primer lugar, estan las
células luminales, las cuales expresan receptores de andrégenos (RA/NR3C4), secretan
fluido prostéatico y una glicoproteina denominada antigeno prostéatico especifico (0 PSA,
por sus siglas en inglés prostate-specific antigen); ademas, se diferencian por expresar
antigenos como la citoqueratina 8 y el PSA. Este conjunto celular esta rodeado por células
basales, que producen proteinas necesarias para formar el fluido prostatico, y células de
la membrana acinar que separa los acinos epiteliales del estroma prostatico. El conjunto
basal tiene células neuroendocrinas intercaladas, cuya principal caracteristica es la

expresion de marcadores endocrinos (4,5). Tanto las células basales como las

14
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neuroendocrinas son deficientes en la expresion de RA/NR3C4, por lo que no son

dependientes de testosterona (T) ni de androstendiona (4).

Esta glandula secreta un liquido de baja densidad, compuesto por iones citrato, calcio y
fosfato, una enzima de coagulacion y una profibrinolisina, que contribuye en gran medida
al aumento de volumen del semen. Es probable que este liquido prostatico, de caracter
ligeramente alcalino, neutralice la acidez de las secreciones vaginales y del liquido del
conducto deferente del pene, lo que permite la movilidad y fertilidad de los

espermatozoides (6).

15
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2. Cancer de prostata

El cancer de prostata (CaP) es una patologia de gran importancia clinica en hombres y se
ha estimado la prevalencia en mas de 1 millén de casos por afo a nivel mundial, 366,000
de ellos llevan a la muerte (7). A nivel global, es el segundo tipo de cancer mas
frecuentemente diagnosticado y es la causa mas comun de muertes asociadas a cancer
en hombres; tan sélo en México, se detectan mas de 25 000 casos al afio (8,9). En esta
patologia, un porcentaje de los pacientes puede exhibir una progresion rapida y agresiva
del cancer, causando su metastasis y posterior muerte, mientras que otro porcentaje
experimenta un tipo de progresién mucho mas lenta (5). La transformacién maligna de la
prostata ocurre en una serie de diferentes etapas; al principio, comienza como una
neoplasia prostatica epitelial, sigue el CaP localizado, después se desarrolla un
adenocarcinoma avanzado con invasion local y termina con cancer prostatico metastasico

(10).

El CaP metastasico es la causa principal de muerte asociada a CaP. Los nédulos linfoides
adyacentes a los tumores primarios suelen ser los primeros sitios de metastasis y
posteriormente puede afectar al higado, los pulmones y los huesos (10). Se ha propuesto
gue la transicion epitelio-mesénquima, es un proceso a través del cual una célula epitelial
polarizada sufre cambios bioquimicos que le permiten adquirir el fenotipo de una célula
madre mesenquimal y por consecuencia, la capacidad de migrar a otros tejidos (11); esto

representa un rol importante en la metastasis del CaP, ya que las células cancerosas se

16
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diseminan en la circulacion como células tumorales circulantes y establecen mditiples

focos de metastasis (12).

Existen diferentes sistemas de gradacion para evaluar el adenocarcinoma de préstata y
uno de ellos es el sistema de Gleason, el cual fue introducido en la década de los 60 y
aceptado en el afio 2014 por la Organizacion Mundial de la Salud. Actualmente es el méas
usado en el diagnéstico clinico. En este sistema, se detallan y definen los patrones
histoldgicos del desarrollo de este tipo de céncer, asi como su correlacion con la
informacion clinica. Este sistema es fundamental en la evaluacién clinica de los pacientes

(5,13).

La escala de Gleason (Tabla 1) evalta la similitud existente entre el tejido prostatico
sospechoso y el tejido normal; en ella, se toman en cuenta dos de los patrones glandulares
mas comunes del tumor existente: El primario (el cual es el grado mas comun) y el
secundario (que corresponde al grado menos comun) y se les asigna un grado por
separado, denominado del 1 al 5 (13). Como ambos patrones influyen en el prondstico, la
puntuacion de Gleason se asignha con la suma de ambos grados; por ejemplo, en la
férmula: 3 + 4 = 7, el patron predominante es el 3, el patron menos predominante es el 4
y Su puntuacion en total en el sistema de Gleason es de 7. Cuando un tumor presenta solo
un patrén histolégico, para mantener la uniformidad en la nomenclatura, se asigna el

mismo grado a ambos patrones; asi, en la formula: 1 + 1 = 2, el tumor solo presenta un

17
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patron (5,13). Es importante destacar que, en este sistema, cuanto mayor es el valor del

grado, mas agresiva es la enfermedad (13).

Tabla 1. Sistema de puntuacion de Gleason. Referido en funcion de la descripcion de

células cancerosas de la prostata y la probabilidad de que el cAncer avance y se disemine.

Patrén de crecimiento histologico Puntuacion Grado
Gleason

1 1+1=2
Lesibn nodular formada por glandulas
diferenciadas, compactas y discretas. 3+3=6

2
Glandulas neoplasicas de diferentes tamafios, 3+4=7 1
con un ligero aumento de tamafio del estroma
entre ellas.

3
Glandulas neopléasicas distintas, de tamafio

4+3=7 1

variable, agrupadas o individuales, que se
infiltran en el estroma y se acercan entre si.
4 4+4=8

Glandulas completamente fusionadas que

5+3=8 vV
forman un patron cribiforme e irregular.
3+5=8
5 4+5=9
Necrosis de las glandulas y otras estructuras, 54+4=9 v
aparicion de crecimientos sélidos e infiltracién
5+5=10

de células individuales del tumor.

Nota. Fuente: Chen & Zhou; Testa et al., 2019.

18
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El CaP involucra la transformacién de células benignas del epitelio prostatico a células de
un fenotipo maligno o dafiino (4). Se han identificado tres estadios en el desarrollo de los
tumores prostaticos en humanos: la neoplasia intraepitelial (NIP), el adenocarcinoma
dependiente de andrégenos y el adenocarcinoma independiente de andrégenos (o
resistente a la castracion) (5). La NIP es una etapa que precede al cancer y en ella se
observa una proliferacion de células epiteliales del lumen con una citologia atipica y una
pérdida progresiva de células basales (5). Esta etapa es una condicion multicéntrica y se
define como el crecimiento neoplasico dentro del epitelio benigno que forma las acinas o
los ductos prostaticos. Es clinicamente relevante cuando se presenta en forma de NIP de
alto grado, la cual se define como una lesion histologica en la que se observan acinas y
conductos prostaticos estructuralmente benignos pero recubiertos por células atipicas
gue, ademas, comparten cambios genéticos, morfolégicos e histoldgicos con el CaP; pero
gue no presentan una invasion de la membrana basal (14). No eleva significativamente los
niveles seéricos del PSA total ni libre y no puede identificarse mediante el ultrasonido

transrectal, es Unicamente identificable mediante una biopsia de la lesién (15).

El adenocarcinoma dependiente de andrégenos es un estado de pérdida total de las
células basales y la predominancia del fenotipo de las células luminales. Como en esta
etapa, el tumor depende del suministro de androgenos para desarrollarse, su crecimiento
se puede ralentizar privandolo de los mismos (5). El adenocarcinoma independiente de
androgenos o resistente a orquiectomia es un estado en el que el crecimiento del

adenocarcinoma ya no depende del suministro hormonal (5).

19
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Inicialmente, el CaP puede diagnosticarse con ayuda de una examinacion fisica del estado
de la prostata seguida de la medicion del nivel de PSA en el suero. EI PSA es uno de los
biomarcadores de cancer mas usados para el diagnostico de CaP, sin embargo, tiene
ciertas limitaciones porque no es especifico y también se eleva en otras condiciones
patolégicas que no necesariamente son lesiones cancerosas; ademas, no puede usarse
para hacer distinciones entre tipos de CaP. Por esta razon, los pacientes en estado de
riesgo (por sus resultados de PSA o por el tamafio de su prostata), tienen que someterse
a una biopsia de la lesion, a partir de la cual se realiza un ensayo histolégico que permite
visualizar no sélo si el CaP esta presente o no, sino su grado segun la escala de Gleason

y en consecuencia su severidad (16,17).

20
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3. Importancia de los andrdégenos en el desarrollo prostatico: Vias de

senalizacion, rol del receptor de andrégenos, moléculas relacionadas

Los andrégenos T, dihidrotestosterona (DHT), androsterona y androstendiona son
hormonas sexuales esteroideas responsables del desarrollo fenotipico masculino y la
maduracion sexual en la pubertad (18); asi mismo, son un componente fundamental en el
desarrollo de otros 6rganos y tejidos como los huesos, la piel, el cabello o el cerebro y en

consecuencia tienen un efecto importante en el crecimiento y la conducta humana (19).

En varones adultos, la T es el androgeno mas abundante en circulacion (19) y alcanza una
concentracion de 10 a 30 nmol/L en hombres de 30 afios; por lo que se considera el
principal androgeno testicular. Tras su sintesis en los testiculos, la T viaja a través de la
circulaciéon sanguinea en forma libre o unida a proteinas como la albimina o la globulina
transportadora de hormonas sexuales, hasta llegar a los tejidos T-dependientes. Uno de
ellos es la prostata, aqui la T presenta una reduccion en la posicion 5 del anillo A, dando
como resultado un metabolito 5a-reducido de mayor potencia biolégica, la DHT (18,20).
La DHT esté& involucrada en procesos biolégicos como el desarrollo normal del sistema
reproductor masculino que incluyen el pene, el escroto, los testiculos y las glandulas
sexuales accesorias (18,20-22). Los efectos bioldégicos de ambas hormonas son

mediados a través del receptor de andrégenos.

21
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Otros androgenos circulantes en el torrente sanguineo son la androsterona,
androstendiona y dehidroepiandrosterona; aunque son producidos por la corteza
suprarrenal y mediante su metabolismo en tejidos periféricos, pueden ser transformados
en T (18). Similar a multiples hormonas de naturaleza esteroidea (como el casode la T, la
androsterona y androstendiona), son el resultado de una sintesis en la que el colesterol
atraviesa una ruta metabolica cuyas enzimas son codificadas por genes que se expresan
especificamente en los érganos productores de hormonas esteroideas, como los testiculos
(19). Particularmente, la T es una hormona que se sintetiza de forma mayoritaria en las

células de Leydig de los testiculos (23) y minoritaria en las glandulas suprarrenales (19).

Como se muestra en la Figura 3, en hombres, la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropina (gonadotropin releasing hormone, GnRH) por parte del hipotadlamo,
estimula la produccion de la hormona foliculoestimulante (follicle stimulating hormone,
FSH) y la hormona luteinizante (luteinizing hormone, LH) en la glandula hipofisaria. La LH
viaja a través del torrente sanguineo hasta las gbnadas testiculares y en este tejido se une
a los receptores de LH ubicados en las células de Leydig (24). En la pubertad, la variacion
de los niveles de T esta regulada por el eje hipotdlamo-hipofisiario-gonadal. Ademas, se
autolimita con retroalimentacién negativa; un nivel alto de T en la sangre le indica al
hipotalamo que suprima la secrecion de GnRH y hace que la hipéfisis sea menos sensible

al estimulo de GnRH (24).
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Las células de Leydig, que ocupan el intersticio testicular (los espacios alojados entre los
tubulos seminiferos) son una fuente fundamental de T en hombres, ya que producen el
95% de la T circulante y al no poder almacenar los andrégenos, realizan el proceso de
biosintesis de manera continua; de modo que, en un solo dia, la liberacién de la hormona
oscila entre los 5y los 7 mg (24). El colesterol puede incorporarse a la célula de Leydig a
través de la endocitosis de lipoproteinas de baja densidad (LDL) o de lo contrario, puede
sintetizarse de novo en su interior, partiendo del acetil coenzima A. Posteriormente, se
acumula en cuerpos lipidicos de forma inversamente proporcional a la tasa de sintesis
androgénica (es decir, a mayor produccion de androégenos, menor contenido de cuerpos
lipidicos y viceversa) (25). Con la ayuda de la proteina reguladora de la esteroidogénesis
aguda (StAR), el colesterol es interiorizado a la membrana mitocondrial de la célula de
Leydig y se convierte en el sustrato primordial dentro del primer paso de la
esteroidogénesis (19,24). En el interior de la mitocondria, presenta reacciones enzimaticas
a través de las cuales su namero total de atomos de carbono se reduce de 27 a 19. El
paso inicial en la esteroidogénesis es llevado a cabo por la enzima P450scc (CYP11A1)

para formar pregnenolona (24).
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Figura 3. Eje hipotalamo-hipdfisis-gbnada en hombres. La secrecion de hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) por parte del hipotalamo, estimula la secrecion de
hormona luteinizante (LH) de parte de la hipofisis. Posteriormente, las células de Leydig
reciben el suministro de LH y de colesterol que requieren para sintetizar testosterona (T),
la cual es distribuida en tejidos periféricos, como la préstata, para inducir la formacién de
dihidrotestosterona (DHT), la cual representa el ligando principal del receptor de
andrégenos (RA). Imagen elaborada por LECZ en el laboratorio de Bioquimica Hormonal,

departamento de Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ, no publicada.

24

——
| —



Reguladores epigenéticos: Expresién diferencial en pacientes con cancer de préstata w

3.1 El rol de los andrégenos en el crecimiento glandular
Esta ampliamente demostrado que el desarrollo y funcionamiento de la prostata dependen
de las hormonas testiculares (26). Durante las primeras seis semanas del desarrollo
embrionario, los tejidos que forman el sistema reproductor de mujeres y hombres son
idénticos; alrededor de la séptima semana, el gen SRY induce el desarrollo de los
testiculos fetales, los cuales se forman principalmente a partir de células de Sertoli.
Eventualmente y partiendo de los testiculos fetales, se desarrollan los tibulos seminiferos;
entonces, las células de Leydig y otros tipos de células endoteliales migran hacia las
gonadas y comienzan a producir T, lo cual promueve el desarrollo y la virilizacidn del tracto
urogenital. En la periferia, ocurre una transformacion de T a DHT, la cual induce la

formacion de la prostata y de los genitales masculinos (27).

Al momento del nacimiento, la prostata tiene un peso aproximado de 1 g, antes de alcanzar
la pubertad llega a pesar 4 g y en la adultez, alrededor de los 20 afios, alcanza los 20 g;
es decir, atraviesa un periodo de crecimiento exponencial que depende de la circulacion
de T libre (25). En el interior de la préstata, tanto la T como la DHT se unen al RA, sin
embargo, debido a que la DHT es el andrégeno intracelular con mayor potencia en su

bioactividad, esta presente en una concentracion cinco veces mayor a la T (25,28).

El metabolismo de DHT en el interior de las células prostaticas es una medida de
autorregular su concentracion dentro de la préstata para que no se vea afectada por las

posibles variaciones de T en la circulacion (29), ya que el crecimiento del epitelio prostatico

25

——
| —



Lorena Esperanza Casimiro Zamora

©

depende, precisamente, del equilibrio interior de DHT (30) y es fundamental que la
glandula mantenga un tamafo estable y normal, una vez que el individuo alcanza la

adultez.

3.2 Via de senalizacion de receptor de androgenos (RA)
El RA es un factor de transcripcion dependiente del ligando que pertenece a la familia de
receptores nucleares de hormonas esteroideas (31) y como es un factor nuclear, tiene la
habilidad de regular la transcripcién de ciertos genes que se involucran en el desarrollo y
mantenimiento de algunas caracteristicas sexuales masculinas (32). Esta constituido
estructuralmente por cuatro dominios funcionales: un dominio NH2-terminal (DNT),
encargado de la activaciéon transcripcional (21,33); un dominio de union al DNA (DUD)
formado por dos “dedos” de zinc que reconocen ciertas secuencias de DNA (31); un
dominio de unién al ligando (DUL) que se encarga de la dimerizacion del FT y activacion
de la transcripcién (21) y una region bisagra que une a los dominios DUD y DUL (Figura
4) (34). Ademas, tiene dos secuencias que ejercen su funcién como activadoras de la
transcripcion, la primera (AF-1) esta en el DNT y es util cuando se requiere activar al
maximo la actividad del RA, y la segunda (AF-2), esta en el DUL y es necesaria para la

formacion de un sitio de union para correguladores (31).
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Figura 4. Estructura tridimensional del receptor de andrégenos. Imagen representativa
del RA donde DNT representa el dominio N terminal, DUD muestra el dominio de unién al
DNA, DUL indica el dominio de unién a ligando y B es la regién bisagra que conecta los
dos dominios funcionales. Imagen adaptada de “Prostate cancer racial, socioeconomic,
geographic disparities: targeting the genomic landscape and splicing events in search for
diagnostic, prognostic and therapeutic targets”, por M. Rahaba et al., 2021, PubMed,

https://pubmed.ncbi.nim.nih.qov/33948343/ y elaborada por LECZ en el laboratorio de

Bioguimica Hormonal, departamento de Biologia de la Reproduccion, INCMNSZ, no

publicada.

27

——
| —


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33948343/

Lorena Esperanza Casimiro Zamora

©

El RA inactivo y en forma monomérica se aloja en el citoplasma perinuclear y se mantiene
unido a un complejo de proteinas de choque térmico como HSP90, HSP70 y HSP40, que
evitan su degradacion; cuando un ligando se une a la region DUL, el RA se separa de
HSP90, HSP70 y HSP40, dejando que se una a HSP27 y con la capacidad de traslado al
nacleo (36). La actividad del receptor es dependiente de ligando y su via de accion

principal o “clasica” depende de su contacto con el DNA.

3.3 Actividad del RA dependiente de union a DNA
Este mecanismo puede darse a través de dos vias; en la mas sencilla, los dedos de zinc
de la region DUD se unen directamente a una region promotora o potenciadora de un gen,
permitiendo la activaciéon de la region DNT y en consecuencia la regulacion de la expresion
genética y la posterior sintesis de proteinas implicadas en estimular el desarrollo y

mantener el tamafio y la funcion secretora de la préstata (31).

En el segundo caso, androgenos como la T y la DHT se unen a la region DUL y provocan
un cambio conformacional en el receptor. El complejo viaja desde el citoplasma hasta el
nacleo, se dimeriza y se une a elementos de respuesta al receptor de andrégenos (ERA)
localizados en regiones promotoras o potenciadoras de genes androgeno-dependientes
(33). Una vez unido al DNA, el dimero de RA forma un complejo con proteinas

coactivadoras y correguladoras en las regiones AF-1 y AF-2. La conclusion de este
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proceso es, finalmente, la misma que en la unién directa a DNA (Figura 5): la induccién o

la regulacién de la actividad transcripcional (35).

Producto

Comreguladores | ana Pol I

Region Promotora
Ntcleo

Citoplasma

Figura 5. Actividad del receptor de androgenos-dependiente de la unién al DNA.
Representacion grafica de la via de sefializacion del RA desde su contacto con el ligando,
DHT, hasta su interaccion con el DNA y el complejo transcripcional; el cual incluye
moléculas correguladoras. Imagen elaborada por LECZ en el laboratorio de Bioquimica

Hormonal, departamento de Biologia de la Reproduccién, INCMNSZ, no publicada.
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3.4 Moléculas de interés que regulan la actividad del RA
El gen denominado NR3C4 codifica para el RA, se ubica en la posicion 12 del brazo largo
del cromosoma X (Xql2) y consta de 90 kbp (kilobase pairs) que codifican para las
regiones funcionales del receptor: ElI dominio de union a ligando, el dominio de unién a
DNA y el dominio N terminal (36). Como el RA es un factor de transcripcion cuya funcién
principal es regular la expresion de ciertos genes, es importante recapitular que no trabaja
solo; como se menciond con anterioridad, necesita la ayuda de moléculas correguladoras
con las que forma complejos transcripcionales a través de los cuales cumple sus funciones
de regulacién. A través de interacciones del RA con las histonas y otros componentes de
la cromatina, algunas de estas moléculas inducen o reprimen la expresion génica; por
ejemplo, las metilasas transfieren grupos metilo a la posicion C5 de las citosinas para
formar 5-metil citosina (5mC) y pueden reclutar proteinas involucradas en la represion
génica o inhiben la unién de factores de transcripcion al DNA, mientras que las
desmetilasas revierten el proceso al retirar el grupo metilo de la 5mC (37); las acetilasas
afiaden grupos acetilo a ciertos residuos de lisina en las histonas, lo que se asocia con
una transcripcion mas activa de la eucromatina, mientras que las desacetilasas retiran
dichos grupos y se relacionan con una represioén de la cromatina y la disminucion de la
expresion génica (38). Otras moléculas, por otro lado, no se involucran precisamente con
la regulacién génica, sino que tienen roles importantes en los procesos de proliferacion
celular. Algunos de estos genes que codifican para productos relacionados con la

regulacion de la actividad transcripcional de RA, se describen en las Tablas 2y 3.
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Tabla 2. Genes implicados en la regulacidon epigenética del RA.

&

Tejidos en donde

Gen Producto Funcién tiene mayor Fuente
expresion
DNA . .7 . . .
: Metilacion de citosinas, mantiene Placenta y
DNMT1 Mmetiltransferasa 1 o 5 (39)
los patrones de metilacion. testiculos.
(DNMT1)
Enzima o .
g il q Desmetilacién de las histonas H3- Préstata v tiroid
esmetilasa de rostata y tiroides.
KDM4B - K36 y H3-KO. y (40)
lisina 4B (KFM4B)
Desacetilasa de Desacetilacion de residuos de lisina Testiculos y
HDAC2 . : . (41)
histona 2 (HDAC2) en histonas H2A, H2B, H3 y H4. endometrio.
i Conversion de residuos trimetilados i
Desmetilasa de ] ) o Duodeno, glandula
KDM4A . . de histonas a residuos dimetilados. i (42)
lisina 4A (KDM4A) o tiroidea y prostata.
Represor de la transcripcion.
Desmetilasa de Conversion de residuos trimetilados  Nodulos linfaticos y
NDILAS lisina 4C (KDM4C) de histonas a residuos dimetilados. médula ésea. &5
Desmetilasa de b ilacion de Ia hist H3.K9 Testiculos y
esmetilacion de la histona H3-K9.
KDM4D lisina 4D (KDM4D) cerebro. (44)
: Desmetilacion de la histona H3-K9, 5
Desmetilasa de v | e R A Testiculos y
- promocion de la unién de a ’ ’
pSRLEA lisina 3A (KDM3A) médula 6sea. )
DNA.
Desmetilasa de Ubiquitinacién  dependiente  de Nédulos linfaticos y
KDM28B lisina 2B (KDM2B) fosforilacién. apéndice. (46)
Formacion de complejos que
Desmetilasa de desacetilan histonas, silenciamiento Testiculos y
KDM1A . . ., . 47)
lisina 1A (KDM1A) de genes por desmetilacion de endometrio.
histonas.
Desmetilasa de Desmetilacién de residuos de lisina
KDM4E - (48)

lisina 4E (KDM4E)

en histonas H3.
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Tabla 3. Genes implicados en la regulacién metabdlica del RA.

&

Tejidos en donde

Gen Producto Funcién tiene mayor Fuente
expresion
Factor Proteina activadora de Ila
NR5A1 esteroidogénico 1  transcripcion involucrada en la Glandula suprarrenal (49)
(SF1) diferenciacion sexual.
5 duct o 2 Cataliza la conversion de T a Prostat
a-reductasatipo rostata.
SRD5A2 DHT. (50)
Antigeno Proteasa del plasma seminal,
KLK3 especifico interviene en la licuefaccion del  Solo en la prostata. (51)
prostatico (PSA) coagulo seminal.
Proteina 3 de union Se une al elemento de respuesta
CREB3 a elementos de al cAMP y regula la proliferacion  Prostata y testiculos. (52)
respuesta a cAMP  celular.
Proteina 3 de union
a elementos de ; . Prostata y
CREB3L4 Activador transcripcional ’ (53)
respuesta a cAMP estdmago.
tipo 4
Factor de Involucrado en la regulacion
CREBZF transcripcion negativa de la  expresion Endometrio y bazo. (54)
CREB/ATF bzIP genética.
Permite la actividad del activador 5 -
Factor regulador de o T i » | Glandula tiroidea y
e la transcripcion de union a
CREBRF CREB3 P médula 6sea. o)
DNA.
Relacionado con procesos de la ) o
) o . Glandula tiroidea y
Factor activador de fisiologia celular, regula genes i
ATF1 - . - glandula (56)
transcripcién 1 relacionados con el crecimiento y
) . suprarrenal.
la proliferacién celular.
5 . Enelcitoplasma, se une a la cola
Proteina 2 de union | » 5
citoplasmatica del antigeno CD2, b Sdul
CD2BP?2 alacola Cerebro y nodulos (57)

citoplasmatica CD2

regula la activacion de linfocitos T

mediada por CD2.

linfaticos.
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4. El receptor de androgenos y su papel en el CaP

En el tejido prostatico normal, la mayor densidad de RA se ubica en las células luminales,
del estroma y del endotelio (58), se encarga de suministrar proteinas de secrecién como
el antigeno especifico prostatico (PSA) y mantiene el tamafio normal de la prostata (59).
En el tejido prostatico con CaP, sin embargo, el RA se ocupa de la sintesis de PSA, la
regulacion del metabolismo de lipidos y promueve el crecimiento descontrolado de la
glandula (60). Estructuralmente, la region DNT del RA tiene un nimero de repetidos de
glutamina (CAG) que suele ser de 19 a 25, cuya variacion provoca cambios en los
aminoacidos que lo componen (59). Un nimero pequefio de repetidos de glutamina se
asocia con una alta actividad transcripcional del receptor y por lo tanto con un riesgo mas
elevado de padecer CaP (61,62). Por otro lado, existe evidencia que sugiere que el factor
con una mayor contribucion para la progresion del CaP es la pérdida de la especificidad
del RA por sus ligandos: Ty DHT. En ambos aspectos, la conclusion es similar: la actividad
transcripcional de RA se “sale de control”, e inclusive sin el estimulo androgénico que
necesita, entra en un estado transcripcionalmente muy activo el cual, finalmente, causa
una ruptura en la regulacién del eje androgénico (hipotalamo-hipdfisis-testicular) y en el

ciclo celular normal (59,63).

4.1 El CaP y su relacion con el suministro hormonal: Desde la dependencia hasta
la resistencia.

Cerca del 80% al 90% de los diagndsticos iniciales de CaP corresponden a CaP

dependiente de andrégenos (CPDA) (63); esto significa que, durante su crecimiento
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temprano, el tumor depende tanto de la sefalizaciéon del RA como de sus ligandos T y
DHT para proliferar y sobrevivir (64). En estos casos, la terapia de privacion de andrégenos
(TPA) es una alternativa eficiente para causar su regresion, ya que bloquea la sefializacion

del RA y causa un desbalance entre la relacion proliferacion-muerte celular (65).

Con el tiempo, las células cancerosas sufren cambios que les hacen activar la sefializacién
del RA inclusive con el bloqgueo androgénico. Estos cambios se dan a través de
mecanismos que pueden afectar directamente al RA, como la amplificacion de NR3C4 o
mutaciones que causen su activacién independiente de ligando, o pueden provocar
alteraciones indirectas en su actividad, ya sea afectando las vias de esteroidogénesis o
modificando la interaccion entre el RA 'y sus correguladores (66,67). Este tipo de evolucion,
a través de la cual, el tumor encuentra la forma de proliferar a pesar de la TPA, es lo que
propone un siguiente escalén en la gravedad de la patologia: el CaP independiente de
andrégenos (CPIA). Este término, indica que el cancer continuara progresando inclusive

cuando se recurra a la castracion quirargica o quimica (68).

Junto con el CPIA, el CaP Resistente a la Castracion (CRPC) y el CaP Refractario al
Tratamiento Hormonal (CPRTH), constituyen una de las ultimas fases de la enfermedad,
pues son tipos de canceres que ya no responden a ningun tipo de tratamiento hormonal
(68). Los pacientes que han llegado a este punto tienen opciones limitadas de tratamiento,

siendo la quimioterapia la principal linea de defensa (69), desafortunadamente, aunado a
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la incidencia de ciertas metastasis que acompafan a estos tipos de cancer, en este punto,

el tiempo promedio de supervivencia oscila entre los 18 y los 20 meses (70).

4.2 Mecanismos que provocan el cambio de la dependencia a la independencia

de andrégenos

La TPA es una buena alternativa para la remision del CaP inicial, sin embargo, en la
mayoria de los casos, la progresion del tumor lleva a un CPRC, el cual puede proliferar
inclusive sin estimulacion androgénica (59). En este aspecto, existen diferentes
mecanismos a traveés de los cuales las células alcanzan este fenotipo, algunos de los mas

relevantes son los que se discuten a continuacion:

1) Mutagénesis en el gen NR3C4:
A medida que el CaP evoluciona, aumenta el nUmero de mutaciones en el gen que codifica
para el RA, especialmente en las regiones que codifican los dominios DUL y DNT. Las
alteraciones son mutaciones puntuales que sustituyen a un solo aminoacido, pero son
suficientes para activar indiscriminadamente al RA, provocando la pérdida de su
especificidad por ligandos androgénicos; por ello, algunos estudios han sugerido que,
cuando se desarrolla una mutacion que permite la activacion del RA por multiples ligandos,
se selecciona para heredarse a las siguientes generaciones celulares y, si demuestra una
ventaja evolutiva, se vuelve predominante en el tumor (61,65,73). Entre un 15% y un 30%

de casos de CPRC se han registrado ciertas mutaciones puntuales en NR3C4 (59).
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2) Amplificacion de NR3C4:
Aunque la TPA es eficiente al reducir la produccion endogena de andrégenos (fuera del
tumor), no los elimina, por lo que aun existe cierto nivel de andrégenos disponibles, aunque
en muy baja concentracién; como consecuencia, en este mecanismo de amplificacion, hay
una sobreexpresion del RA, tanto a nivel de mRNA como a nivel de proteina, que
compensa la deficiencia de T y DHT. La amplificacién podria explicar por qué, durante la
TPA, las células del CaP conservan la capacidad de responder a los androgenos,
aprovecharlos y proliferar (59,63,71). Entre un 25% y un 30% de casos de CPIA, se han

registrado amplificaciones de NR3C4 (72).

3) Sobreexpresién de los correguladores de RA:
Como se menciond anteriormente, el RA, ademas de ser un receptor, es un factor de
transcripcion y su trabajo es inducir o inhibir la transcripcion de genes relevantes en el
desarrollo sexual; por esta razén, necesita la ayuda de moléculas correguladoras, ya sean
coactivadores 0 correpresores. Estos correguladores interactian con el receptor y
estimulan su actividad transcripcional al formar complejos que permiten la apertura de la
cromatina en los sitios especificos del DNA a los que el RA se une (59,71). Se han
documentado cerca de 170 correguladores del RA, cualquier cambio en la expresion de
alguno de ellos puede provocar un desbalance en la expresion de los genes que RA se
encarga de regular, lo cual, finalmente conlleva a la disrupcién de su cadena de

sefalizacion (18,71).
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4) Alteracién en las vias de sintesis androgénica:
La funcion de la TPA es reducir la actividad de los androgenos especificamente enddégenos
o andrégenos que vienen del exterior del tumor; y eso se obtiene al bloquear las vias de
sintesis androgénicas o inhibiendo la afinidad de los andrégenos hacia el RA. Dentro de
esta categoria, se han estudiado alternativas muy intrigantes; por ejemplo, se cree que
puede haber alteraciones en la sefializacion de las vias esteroidogénicas debido a que las
células cancerosas pueden activar ciertas enzimas y vias para obtener sus propios
androgenos exogenos, pero también hay evidencia que sugiere la posibilidad de que al
interior del tumor ocurra una sintesis androgénica de novo o a partir de precursores

suprarrenales (71,73-75).
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Planteamiento del problema

De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) y la Secretaria de
Salud de México, el CaP es el segundo cancer mas comun en hombres, después del
cancer de pulmon y representa una frecuencia significativa en los diagndsticos de cancer
en México. Los esfuerzos en el Sistema de Salud para aumentar la conciencia sobre la
importancia de los examenes de deteccion, como el antigeno prostatico especifico (PSA)
y el tacto rectal, han contribuido a un diagndstico mas temprano, oportuno y a un mejor
pronéstico de vida para los pacientes con CaP en México. Sin embargo, es importante
destacar que los niveles elevados del PSA no siempre apuntan al desarrollo de CaP. En
muchos hombres con niveles elevados de PSA se ha observado la ausencia de CaP
mientras que, hombres con niveles normales de PSA pueden llegar a desarrollarlo. Por
consiguiente, los niveles de PSA aunado a otros factores, como el tacto rectal y la historia
clinica, pueden coadyuvar en el diagndstico del CaP y en la toma de decisiones sobre la
necesidad de realizar biopsias u otras pruebas. En este sentido, el estudio molecular de la
epigenética del CaP es fundamental para comprender mejor los mecanismos biolégicos
subyacentes a la neoplasia, esto con la finalidad de identificar nuevas estrategias
terapéuticas y biomarcadores de diagndstico y marcadores prondsticos. Los avances en
este campo de las biociencias del CaP pueden significativamente conducir a tratamientos

mas eficaces y personalizados para el cancer de prostata.
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Justificacion
En este proyecto de investigacion nosotros proponemos estudiar y evaluar la expresion a
nivel transcripcional de los genes dependientes del factor transcripcional denominado
NR3C4/RA en pacientes con CaP; esto con la finalidad de establecer nuevos

biomarcadores moleculares y otorgar decisiones informadas sobre la salud prostatica.
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Hipotesis
Los pacientes con cancer de préstata pueden presentar variaciones de expresion en genes

asociados a la regulacion mediada por el receptor de andrégenos.
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Objetivo General
Identificar y caracterizar la contribucion de variaciones de expresion epigenética en

pacientes con CaP e identificar su etiologia molecular.

Objetivos Particulares
Identificar factores epigenéticos asociados al RA en pacientes con CaP.

Determinar los perfiles de expresién génica de genes androgeno-dependientes en

pacientes con CaP.

Proponer nuevos genes como marcadores diagndsticos o pronosticos en pacientes con

CaP.
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Materiales y métodos

1. Pacientes

Este estudio incluy6 10 pacientes masculinos con diagnostico confirmado de CaP, con un
diagndstico histopatologico de 7 en escala de Gleason. La edad de los pacientes vario
entre 62 a 72 afos, con una edad promedio de 66 afios. Las muestras de tejido prostatico
se obtuvieron mediante biopsia quirdrgica al momento de la prostatectomia radical y todos
los pacientes proporcionaron su consentimiento informado para participar en el estudio, el
cual fue aprobado por el comité de ética y prevencion de conflicto de intereses del Instituto
Nacional de Cancerologia. La Carta de Consentimiento Informado proporcionada a todos
los pacientes se encuentra en el Apéndice A. En este estudio gendmico-molecular, ningun
tipo de prueba se aplicé directamente en los pacientes; es un estudio comparativo entre
casos y controles. Por otro lado, este estudio se considera de tipo traslacional, ya que se
realizaron estudios en el area clinica para la valoracion y manejo de los pacientes, asi
como en el area basica para el analisis molecular de CaP. EI Comité de Investigacion y el
Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran aprobaron el protocolo de investigacidn con niamero de registro BRE-
3595-21-24-1 (Reguladores epigenéticos: identificacion de variantes patogénicas en
pacientes con cancer de préstata). La Investigacion se apega en forma estricta a los

principios vertidos en la Declaratoria de Helsinki.
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2. Analisis bioinformatico

Para analizar las interacciones entre los genes estudiados, se utilizé la herramienta

GeneMania (https://genemania.org/). Se ingresaron los genes de interés descritos en la

introduccién, tanto los reguladores epigenéticos registrados en la Tabla 2, como los
metabdlicos registrados en la Tabla 3; y se gener6 un diagrama de interacciones basado
en datos de interacciones fisicas, co-localizacion, co-expresion y otros factores relevantes.
Los resultados del analisis bioinformatico estan asignados en la seccién de resultados y

corresponden a la Figura 6.
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3. Extraccion de RNA

El aislamiento de RNA de los pacientes se realiz6 a partir de 20 muestras de tejido
prostatico. A cada uno de los 10 pacientes, le correspondian 2 muestras, una de tejido

normal (TN) y otra de tejido tumoral (TT).

Los tejidos se colocaron en tubos corex limpios y secos, y se les afiadieron de 1 a 3 mL
de TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific), dependiendo del tamafio del tejido. Se
homogeneizaron los tejidos con un Polytron PT 10-35. Posteriormente, a cada tubo se
agregaron 0.2 mL de cloroformo (Sigma Aldrich, grado biologia molecular = 99%) por 1 mL
de TRIzol. Todos los tubos se agitaron vigorosamente y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 min. Las muestras se centrifugaron por 15 min a 12,000 xg y se
procedié a decantar la fase acuosa y a transferirla a otro tubo corex, limpio y seco. A la
fase acuosa se le agregaron 0.5 mL de isopropanol (Shelton Scientific, Inc. 99%) por 1 mL
de TRIzol y se dejé incubando a temperatura ambiente durante 10 min. Una vez terminado
el tiempo de incubacion, la fase acuosa se centrifugé durante 10 min a 12,000 xg para
favorecer la formacién de un precipitado. Habiendo formado e identificado el precipitado
en los tubos, se decanté el sobrenadante y el interior del tubo se lavé con 1 mL de etanol
al 75%. Nuevamente, se centrifugaron las muestras durante 10 min a 12,000 xg y se
decantd por segunda vez la fase sobrenadante. Finalmente, el RNA extraido se hidraté
con 50 a 200 uL de agua destilada y tratada con dietil pirocarbonato (DEPC), dependiendo

de la densidad del precipitado obtenido. El RNA en solucion se recolectdé en microtubos
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de 0.5 mL estériles, y se cuantificO6 espectrofotométricamente a 260 nm

(Spectrophotometer Beckman Du®650).

45

——
| —



Lorena Esperanza Casimiro Zamora

©

4. Analisis de la integridad del RNA

Para poner en evidencia la integridad del RNA antes de proceder con la sintesis del cDNA,
primero se prepararon 100 mL de un gel para electroforesis de la siguiente manera: En un
matraz Erlenmeyer de 300 mL se pesaron 1.5 g de LE Agarosa (Nara Biotec) y al mismo,
se afadieron 72 mL de agua tratada con DEPC; la mezcla se calent6é hasta solubilizar y
homogeneizar la agarosa. Se dejo enfriar a 50 °C y se afiadieron 10 mL de 3-(N-morfolino)-
acido sulfénico de propano (MOPS) 10X y 18 mL de formaldehido. El gel en forma liquida
se transfirid a una camara de electroforesis y se dejo solidificar. Una vez listo el gel, a la
camara se afiadieron 600 mL de MOPS 1X como buffer para la electroforesis. Para
desnaturalizar el RNA extraido y poder visualizarlo en el gel se prepararon, en microtubos

de 0.5 mL, 20 soluciones de desnaturalizacion con los siguientes reactivos en orden:
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Tabla 4. Reactivos empleados para preparar la solucion de desnaturalizacion del RNA

extraido de cada una de las 20 muestras

Paciente lal 10
MOPS 10X (uL) 2
Formaldehido (uL) 4
Formamida (uL) 10
Bromuro de etidio (uL) 1
RNA (uL) CBP 10 ug/uL de RNA

Las soluciones preparadas se incubaron a 70 °C durante 10 min y después se incubaron
en hielo durante otros 10 min. Finalmente, a cada microtubo se le afadieron 2 uL de
solucion de carga (glicerol al 50% v/v, azul de bromofenol 0.25% p/vy EDTA 10 mM pH8
en H20 bidestilada); las muestras se cargaron en el gel de agarosa y se dejo correr la

electroforesis durante 2 ha 50 V.
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5. Sintesis de cDNA

Una vez que se extrajo el RNAy se constato su integridad, se procedio a realizar la sintesis
del DNA complementario (cDNA) empleando el estuche Maxima First Strand cDNA
Synthesis kit for RT-qPCR (Thermo Fisher Scientific, grado biologia molecular, Lituania).

En microtubos estériles de 0.2 mL, se afiadieron los siguientes reactivos en orden:

Tabla 5. Reactivos empleados para llevar a cabo la sintesis de cDNA a partir del RNA

extraido de los 10 pacientes

Paciente 1al 10
5X Reaction Mix (uL) 4
Maxima Enzyme Mix (uL) 2
RNA 2ug/pL (uL) 2
H20 (uL) CBP 20

Posteriormente, el contenido de cada tubo se agitd vigorosamente y se centrifugo.
Finalmente, todos los tubos se colocaron en un termociclador (Veriti 96 Well Thermal
Cycler) y se incubaron por 10 min a 25 °C y por 30 min a 50 °C. La reaccion se terminé al
alcanzar una temperatura de 85 °C y conservarla por 5 min. El cDNA sintetizado se

almacend a —20 °C.
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6. PCR tiempo real

Para concluir con el desarrollo experimental, se realiz6 un procedimiento de PCR
cuantitativo en tiempo real (RT-gPCR, por sus siglas en inglés real time quantitative PCR)
con la finalidad de amplificar y cuantificar genes particulares relacionados con la regulacion
de la actividad transcripcional del RA. Se clasificaron las reacciones en dos grupos, 10
reacciones del TN de los 10 pacientes (Tabla 6) y 10 reacciones del TT de los mismos
pacientes (Tabla 7). A oscuras y en orden, se mezclaron los reactivos pertenecientes al

estuche LightCycler® TagMan® Reaction Kit (Roche, grado biologia molecular, Suiza)

que se describen en las Tablas 6y 7.

Tabla 6. Reactivos empleados para preparar las reacciones de g-PCR del cDNA de TN,

considerando al gen de Actina como el gen constitutivo.

Paciente Control 1al 10
negativo
H20 (uL) 15.4 10.4
LightCycler® TagMan®
Reaction Mix (uL) 4 4
Forward primer 20 uM (uL) 0.2 0.2
Reverse primer 20 M (uL) 0.2 0.2
Sonda (pL) 0.2 0.2
cDNA (pL) 5 5
( ]
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Tabla 7. Reactivos empleados para preparar las reacciones de g-PCR del cDNA de TT,
considerando como gen problema a cada uno de los 20 genes seleccionados en el analisis

bioinformatico

H20 (uL) 15.4 10.4
LightCycler® TagMan®
Reaction Mix (1L) 4 4
Forward primer 20 uM (uL) 0.2 0.2
Reverse primer 20 M (L) 0.2 0.2
Sonda (uL) 0.2 0.2
cDNA (pL) 5 5

Posteriormente, el volumen total de todas las muestras se transfirio por separado a
capilares limpios y se centrifug6 de 2 a 3 segundos para favorecer que el contenido se
acoplara al fondo del capilar. Finalmente, los capilares se colocaron en el termociclador y

se incubaron bajo las siguientes condiciones:

Tabla 8. Condiciones de incubacién del RT-gPCR de las muestras

Desnaturalizacion 95 °C 10 min 1
95 °C 10 seg

gPCR 60 °C 30 seg 45
72 °C 01 seg

Enfriamiento 40 °C 10 seg 1
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Debido a que, haciendo uso de la herramienta GeneMania, se seleccionaron para su
analisis 20 genes de interés, incluyendo el mismo receptor de andrégenos, el proceso de
RT-gPCR se repitié 21 veces con los mismos reactivos, cambiando Gnicamente los primers
y la sonda empleados por reaccioén. En la Tabla 12, del Apéndice B, se registraron las

secuencias nucleotidicas correspondientes a cada gen y su proveedor de origen.
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7. Analisis estadistico de los resultados de RT-qPCR

Considerando a la B-Actina como el gen housekeeping, los valores de Ct (por sus siglas
en inglés, crossing treshold) de expresion génica obtenidos mediante RT-qgPCR fueron
analizados y comparados utilizando el método de cuantificacion relativa por métodos Ct.
En este andlisis, se calcul6 el valor de expresion génica relativa del gen problema, tanto
en el tejido normal (No Cancer) como en el tejido tumoral (Cancer), haciendo uso de las

Ecuaciones 1y 2 respectivamente.

ACtCéncer = CtGenx - CtHouskeeping (1)

ACtNo cancer — CtGen x CtHouskeeping (2)

Para identificar diferencias estadisticamente significativas entre los valores de expresién
génica relativa (ACt) entre los dos tipos de tejido, para todos los genes analizados, se llevé
a cabo una prueba t de Student (considerando un valor de p < 0.05), en el software
Graphpad Prism (versién 8.0). Ademas, los valores de ACt se representaron de manera
visual en una gréafica de dispersion elaborada en el software Orange Data Mining (version

3.38.1).

52

——
| —



Reguladores epigenéticos: Expresién diferencial en pacientes con cancer de préstata W

Resultados

1. Interacciones predictivas entre NR3C4 y sus correguladores
Con la finalidad de identificar el tipo de interacciones existentes entre NR3C4,
correguladores, reguladores epigenéticos y reguladores metabdlicos, se realiz6 un

tamizaje virtual con la ayuda de la herramienta GeneMania (Figura 6).
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NROB1

KDM4B @

CREB3L4 H

Interacciones fisicas Interacciones metabdlicas
Comparten dominios funcionales Interacciones genéticas
Comparten dominios proteicos Estan co-expresados

Estan co-localizados

Figura 6. Diagrama esquematico que muestra las moléculas de interés en la regulacion
de la actividad del NR3C4. En funcion del color, el diagrama esquematiza las interacciones
predictivas entre 39 correguladores diferentes y el RA. Imagen elaborada por LECZ en el
laboratorio de Bioquimica Hormonal, departamento de Biologia de la Reproduccion,

INCMNSZ, no publicada.
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El esquema de la Figura 6 demuestra que los genes pueden estar unidos por diferentes
tipos de interacciones segun los parametros que cumplen. Estos parametros estan

descritos a detalle en la Tabla 9.

Tabla 9. Descripcion de los pardmetros utilizados por GeneMania para encontrar y

predecir interacciones entre el conjunto de genes estudiados

Interaccién Definicion
La union entre dos genes cuando sus niveles de expresion

Co-expresion son similares a pesar del cambio de condiciones en un
estudio de expresion génica.
La unién entre dos genes que podrian interactuar en un
Interaccion fisica . . . . .
estudio de interacciones proteina-proteina.
La union entre dos genes cuando se demuestra que la
Interaccion genética  alteracion o modificacion en uno de ellos puede afectar al otro
y viceversa.
. La union entre dos genes que comparten uno o mas dominios
Comparten dominios
proteicos proteicos.
La unién entre dos genes que estan expresados en el mismo
Co-localizacién tejido o si sus productos pueden identificarse en las mismas
células.
: La unién entre dos genes que participan en las mismas
Interacciones
metabdlicas reacciones en una via metabdlica.
La union entre dos genes que tiene una relacion funcional

Comparten relaciones
funcionales entre ellos, a menudo, interacciones proteicas.

Nota. Informacion consultada en la seccion de Help and Documentation del programa

GeneMania: https://pages.genemania.org/help/
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De los 39 productos identificados, se seleccionaron para su estudio sélo 19 de ellos, los
cuales corresponden a la seccion mas interna del esquema. En las Tablas 2 y 3, se

describen brevemente sus productos, funciones y ubicacion.
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2. Analisis de la integridad del RNA
Con la finalidad de constatar la efectividad de la metodologia de extraccion de RNA de las
muestras de TT y TN, se recurrié a una electroforesis de los productos en gel de agarosa
(al 1.5%), usando bromuro de etidio como colorante para su visualizacion posterior (Figura

7).

Los resultados de la Figura 7 demuestran la presencia de RNA (entre RNA mensajero,

RNA ribosomal, y otros), extraido del tejido tumoral.

Figura 7. Imagen en pseudocolor representativa de la integridad del RNA extraido. En el

gel de agarosa al 1.5%, se observan los productos de la extraccion de RNA de los

pacientes (P) 1 al 10. Todas las bandas corresponden a productos de tejido tumoral.
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3. Resultados del analisis de PCR tiempo real
Cada analisis de RT-gPCR arroj6 un grafico ilustrativo del aumento de la fluorescencia de
la reaccion, es decir, el aumento de la expresion génica, en funcion del nimero de ciclos

transcurridos (Figura 8).

Target Amplification Curves

Fluorescence (530)

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles

Figura 8. Ejemplo de las curvas de amplificacion obtenidas tras analisis RT-gPCR,
tomando como ejemplo el andlisis de NR3C4. El gréfico que se observa corresponde al
resultado del protocolo numero 25, el cual hace referencia a la amplificacion de NR3C4 en
tejido normal. En el area que abarca valores de fluorescencia entre 0.1 y 0.9, se observan
10 curvas de amplificacion, las cuales corresponden a las muestras de cada paciente (del
1 al 10); mientras que la curva que no presenta ningn aumento de fluorescencia (es decir,

gue permanece en 0) es la que corresponde al blanco.
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Ademas, el detector del equipo también arrojo el conjunto de valores de Ct calculados por
cada curva de amplificacion. Como ejemplo de ello, se pueden observar los valores de Ct

de NR3C4, tanto del analisis de tejido sano como de tejido tumoral, en la Tabla 10.

Tabla 10. Ejemplo del conjunto de valores de Ct calculados en cada curva de amplificacion
de NR3C4, a partir de las dos muestras de tejido (TN y TT) de cada paciente (del 1 al 10),

tomando como referencia al gen ACTB.

Paciente  Referencia TN: Referencia TT:  Objetivo 1: NR3C4 Objetivo 2: NR3C4

ACTB ACTB (TN) (TT)
1 20.66 20.22 27.10 26.92
2 21.93 23.53 30.56 30.30
3 21.03 20.59 28.11 30.60
4 20.35 20.65 27.43 27.14
5 19.97 18.22 28.71 26.46
6 19.73 19.27 25.28 26.58
7 20.33 17.31 29.15 25.49
8 16.64 16.02 26.52 25.83
9 18.39 17.80 27.98 26.48
10 19.17 17.62 27.98 26.56

Todos los valores de Ct obtenidos se analizaron y compararon utilizando el método de

cuantificacion relativa por el método de DDCt.
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Para corroborar la presencia de productos de amplificacion, se recurrié a la visualizacion
de las muestras en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio tras su analisis de RT-
gPCR. La Figura 9 es una imagen representativa de uno de estos resultados, y demuestra
que, efectivamente, el objetivo del andlisis, el cDNA seleccionado, se amplificd de manera

adecuada.

Figura 9. Imagen en pseudocolor representativa que muestra la visualizacion de la

amplificacion del NR3C4 tras el analisis de RT-qgPCR. En el gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio, se observan, en orden y de izquierda a derecha, los resultados de los
pacientes (P) 1 al 10. Las bandas concernientes al objetivo (O), corresponden al gen
objetivo de la amplificacion: NR3C4, mientras que las de referencia (R) corresponden al
gen housekeeper: ACTB. A los extremos del gel, se colocaron marcadores de peso

molecular (MPM) de 1 kB. Los resultados corresponden a tejido tumoral.
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4. Comparacion de la expresion génica relativa de los genes estudiados
Las Figuras 10 y 11 representan los resultados globales de la comparacion de la

expresion geénica relativa entre el TT y el TN, de los 19 coreguladores y el RA.
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Figura 10. Comparacion de la expresion génica relativa entre TN (tejido normal) y TT
(tejido tumoral) para los genes implicados en la regulacién epigenética de NR3C4, y para
NR3C4. *** p<0.001. La prueba t de Student para comparar ambos tejidos se realiz6 en
Graphpad Prism (version 8.0) y la grafica de dispersion fue generada en Orange Data

Mining (version 3.38.1).
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Figura 11. Comparacion de la expresion génica relativa entre TT y TN para los genes
implicados en la regulacion metabdlica de NR3C4. *** p<0.001. La prueba t de Student
para comparar ambos tejidos se realizé en Graphpad Prism (version 8.0) y la gréafica de

dispersion fue generada en Orange Data Mining (version 3.38.1).

A simple vista, entre los grupos de datos mostrados por cada gen, incluyendo a NR3C4,
en las Figuras 10 y 11, parecen existir diferencias significativas resultantes de la
comparacion de ambos tejidos, sin embargo, el analisis estadistico mediante una prueba
t de Student revel6 que solo KDM4A demostr0 una diferencia estadisticamente

significativa al comparar TT con TN, con un valor de p < 0.001.
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Por otro lado, aunque no se obtuvieron diferencias significativas dependiendo del tejido en
los demas genes, si se puede observar una subexpresion génica considerable en el caso

de KLK3 (antigeno especifico prostatico) en la Figura 11.
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Discusion

Hallazgos previos han reportado que, en la mayoria de los pacientes con CaP, el RA tiene
un rol critico en el crecimiento y la diferenciacion del tumor (76) y, por lo tanto, la progresion
del CaP depende de su actividad transcripcional (77). En consecuencia, durante la Ultima
década se han desarrollado innumerables estudios que buscan comprender los
mecanismos que se asocian a la modulacion de la actividad de RA y que, a su vez,
demuestren tener cierto grado de importancia oncolégica. Uno de estos mecanismos es la
alteracién de la expresion génica de los correguladores que forman parte de la maquinaria
transcripcional del RA, o que comparten vias metabdlicas con él, principalmente porque
se asocia a una mayor agresividad en el caracter del cancer y, por ende, a un prondstico

desfavorable (78).

Para entender mejor la importancia de estos correguladores, es necesario comprender
que son moléculas reclutadas por el RA que pueden unirse a ciertas regiones de
NR3C4/RA y favorecer (coactivadores) o inhibir (correpresores) su activacion
transcripcional, sin la necesidad de interactuar directamente con el DNA. Como son de
familias y de naturalezas distintas, sus mecanismos también lo son; por ejemplo, algunas
inducen la apertura o el cierre de la cromatina, algunas reclutan factores de transcripcion
gue son necesarios para que la RNA polimerasa Il comience el proceso de transcripcion,
algunas facilitan la union del RA al DNA, algunas interacttan con él a través de diferentes

vias metabdlicas (78), etcétera.
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En este proyecto, el enfoque principal se dirigié a identificar una relacion oncolégica
relevante entre reguladores epigenéticos que ejercen su actividad a través de la
desmetilacién o a desacetilacion de la cromatina, asi como reguladores metabdlicos que
estan involucrados en procesos de diferenciacion sexual, proliferacion celular, activacion
de vias metabdlicas dentro de las células prostaticas, etcétera; con la intencion de
demostrar que al menos uno de ellos puede asociarse a la incidencia del CaP en los

sujetos de estudio.

La Figura 10 esquematiza la comparacion de la expresion génica relativa entre TT y TN
para los genes correspondientes a la Tabla 2, incluyendo a NR3C4. En el caso de NR3C4,
no se observo ninguna diferencia significativa entre TT y TN, lo cual difiere de los hallazgos
de autores como Tan et al. (2014) (79) y Jamroze et al. (2022) (80), quienes han reportado
que, debido a mecanismos como la amplificacion gendmica, NR3C4 suele encontrarse
sobreexpresado en el CaP (80). Tal resultado sugiere que, al menos en la cohorte de
estudio, la expresion génica de NR3C4 no sigue precisamente el patron descrito en la

literatura, lo cual podria deberse al avanzado estado del cancer en los sujetos de estudio.

Por otro lado, la misma figura demuestra que s6lo KDM4A evidencié una sobreexpresion
relevante en el TT en comparacion con el TN. Especificamente, el andlisis estadistico

revel6 que KDM4A presento una diferencia significativa en la expresion génica relativa con
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p < 0.001 cuando se compararon ambas muestras de tejido. KDM4A forma parte de la
subfamilia de desmetilasas de lisina tipo 4 (KDM4) y no es el unico integrante de dicho
grupo que se incluyo en este estudio, ademas de é€l, se analizaron los miembros: KDM4B,

KDM4C, KDM4D y KDMA4E (81).

La metilacion de histonas (H) ocurre cominmente en numerosas posiciones de residuos
de lisina (K) de las histonas 3 (H3), 4 (H4) y en el isotipo 4 de la histona 1 (H1.4). A grandes
rasgos, los miembros de la subfamilia KDM4 retiran grupos metilo, ya sean mono- (mel),
di (me2) o tri- (me3), de sitios especificos de algunas histonas para regular
epigenéticamente la estructura de la cromatina y la expresion génica (82). Todas las
KDM4s comparten dos dominios proteicos altamente conservados, el dominio Jumonji N
(JmjN) y el dominio Jumonji C (JmjC) (83), los cuales forman un dominio catalitico de
desmetilasa que les ayuda a cumplir con su funcién. Trabajan con los mismos sustratos,
sin embargo, ya que estan formadas por otros dominios proteicos, cumplen con
actividades distintas, pues tienen afinidad por diferentes posiciones. Por ejemplo, KDM4A,
B y C se enfocan en desmetilar H3K9me3 o H3K36me3, mientras que KDM4D prefiere
H3K9me2 (79). A pesar de la similitud entre los miembros de la subfamilia KDM4, en la
Figura 10, no es observable ninguna expresion génica significativa entre KDM4B, C, D o

E, y s0lo KDM4A presento una alteracion relevante.
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Ademas de la subfamilia 4 de las desmetilasas de lisina especificas, también se estudio el
comportamiento de las subfamilias 1, 2 y 3, especificamente para los miembros KDM1A,
KDM2B y KDMS3A, los cuales favorecen la actividad transcripcional al desmetilar
respectivamente las siguientes posiciones: H3K9me (84), H3K79me (85),
H3K9mel/H3K9me2 (86). Otras dos moléculas involucradas en el estudio fueron la
metiltransferasa DNMT1 y la desacetilasa HDAC, ambas, segun lo especifica la Tabla 2,
también fungen como reguladores epigenéticos de RA. Sin embargo, y a pesar de la
versatilidad de su naturaleza y de su afinidad, ninguna de estas moléculas demostré tener

un aumento significativo en el TT de los pacientes.

Por lo tanto, el Unico regulador epigenético, y el Unico miembro de la familia KDM, que
demuestra tener un impacto significativo es, sin lugar a duda, KDM4A. En la Tabla 2, se
describe que ésta es abundante en el duodeno, la glandula tiroidea y la préstata, y que su
actividad de desmetilasa la asocia a una activacion de la expresion génica debido a la
relajacion del empaquetamiento del DNA; ademas, la Figura 6 corrobora la existencia de
una interaccion fisica entre esta enzima y el RA, al tiempo que pone en evidencia la

ausencia de interacciones directas por parte de los demas reguladores epigenéticos.

En condiciones normales, KDM4A cumple con numerosos roles fisiolégicos, pero en
general, se involucra en procesos que regulan la homeostasis de los tejidos como la

diferenciacion de adipocitos, osteocitos y células madre neurales, o como la proliferaciéon
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celular en la regeneracion del masculo esquelético (87—89). Sin embargo, la literatura
también evidencia que KDM4A puede involucrarse en algunas enfermedades al alterar la
expresion de ciertos genes, como en la diabetes, la aterosclerosis, la hipertrofia cardiaca

y varios tipos de cancer (90-92).

Existe evidencia que demuestra que KDM4A esta sobreexpesado en CaP y que, al fungir
como uno de los coactivadores de RA dentro de su maquinaria transcripcional, es una
pieza relevante en la progresion de la enfermedad (93). Debido a su implicacion dentro de
la patologia, se han realizado numerosos estudios que buscan entender el mecanismo, o

mecanismos, a través de los cuales KDM4A se relaciona con o promueve la tumorigénesis.

Por ejemplo, se ha observado que KDM4A promueve la proliferacién celular mediante una
via de sefalizacién llamada Lgrd/KDM4A/RA (94). Lgrd es un receptor de hormonas
glicoproteicas que pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G y que
contiene dominios con repetidos de leucina en el extremo N-terminal, los cuales le
permiten interactuar con otras moléculas. Al entrar en contacto con su ligando, se activa
la proteina G y se desencadenan una serie de cascadas de sefializacién involucradas en
diferentes procesos del metabolismo celular (95). En el contexto del CaP, y de mdltiples
tipos de cancer, tres de estas vias de sefalizacion son esenciales: Wnt, que se relaciona
con la regulacién de la proliferaciéon celular y el desarrollo de tejido (96); Notch, que se

involucra en el desarrollo de los tejidos y la homeostasis de la diferenciacién celular (97) y
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Sonic Hedgehog (SHH), que es crucial durante el desarrollo celular (98). En la via
Lgrd/KDM4A/RA, la activacion de cualquiera de estas tres cascadas de sefalizacion,
implica un desbalance de la regulacion transcripcional de multiples desmetilasas de lisina,
siendo una de ellas KDM4A (99). En consecuencia, la sobreexpresion de KDM4A vy su
subsecuente interaccion con RA, provocan el arresto del ciclo celular en la fase S, lo cual
conlleva a una restriccion de la apoptosis y, por lo tanto, promueve la tumorigénesis

prostatica (94).

También se ha estudiado la relacién entre KDM4A y la sobreexpresion de factores de
transcripcion ETS. Las proteinas ETS son un grupo de factores de transcripcién que, a
través de su interaccidbn con promotores y enhancers (potenciadores) en regiones
especificas del DNA, facilitan el ensamblaje de la maquinaria transcripcional y regulan la
expresion de ciertos genes (100). En el contexto del CaP, dos de los genes de estas
proteinas, ERG (V-ets erythoblastosis virus E26 oncogene homolog) y ETV1 (ETS variant
transcription factor 1), se consideran oncogenes debido a que son susceptibles a sufrir
traslocaciones cromosémicas que provocan su sobreexpresion (101,102). Las mutaciones
en ETV1, en especifico, se correlacionan mas con la reincidencia de CaP tras la
prostatectomia radical y, por lo tanto, se asocian a tumores mucho mas agresivos
(103,104). La sobreexpresion de ETV1 facilita su interaccion con KDM4A por lo que,
cuando estos factores se unen, el complejo se asocia al DNA, especificamente a las
regiones promotoras de dos genes muy importantes: YAP1 y PSMD10 (104,105). YAP1

forma parte de la via de sefalizacion Hippo, la cual tiene un rol crucial en la proliferacion
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y diferenciacion celular, asi como la regeneracion, desarrollo y reparacion del tejido (106)
y PSMD10 se involucra en la estabilidad y la degradacion proteica, pero también tiene
relacion con la regulacion del ciclo celular (107). Debido a que ambos productos se
asocian, de cierta forma, a la homeostasis de los tejidos, se ha traido a colacién que su
colaboracion sinérgica promueve la tumorigénesis del CaP y que, mas aun, su

sobreexpresion se da de manera dependiente a la union de ETV1/KDM4A (105).

Como dichos mecanismos, existen multiples maneras en las que KDM4A promueve la
tumorigénesis en el CaP y hay suficiente evidencia que esclarece y avala su
sobreexpresion, lo cual otorga una explicacion coherente a los resultados indicados en la

Figura 10.

Por otro lado, la Figura 11 también esquematiza la comparacion de la expresion génica
relativa entre TT y TN para los genes correspondientes a la Tabla 3. En este caso, a
diferencia de la Figura 10, ninguno de los genes estudiados demostré una diferencia
estadisticamente significativa, sin embargo, si se puede apreciar que hay un gen cuya
expresion en ambos tejidos es considerablemente baja comparada con el resto:

KLK3/PSA.
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KLK3 es un gen que codifica para el antigeno prostatico especifico (PSA), el cual, segun
lo indica la Tabla 3 es una proteasa producida casi exclusivamente por las células del
epitelio prostético. El aumento de este antigeno en la sangre se considera un indicativo de
patologias prostaticas, ya que, en condiciones normales, la barrera epitelial de la prostata
evita la filtracidbn de PSA a la sangre (108). Segun lo demuestra la Figura 6, KLK3 esta
co-localizado con RA, y su activacion estd mediada directamente por la union RA/KDM4A,
especificamente por la desmetilacion de la regidn promotora de KLK3, en la posicién

H3K9me3 (93).

La subexpresion generalizada de KLK3 puede estar relacionada con el historial clinico de
los sujetos de estudio. Las muestras de la cohorte pertenecian a pacientes con diagndstico
de CaP con un Gleason Score de 7, en cuya historia clinica se indic6 un sometimiento a
terapia de privacion de andrégenos (ADT) fallido, el cual eventualmente derivé en una
prostatectomia radical. Al ser KLK3 un gen regulado por el receptor de andrégenos, y al
corresponder las muestras de tejido a pacientes con un tipo de cancer muy avanzado,
claramente independiente de la influencia androgénica, es probable que la pérdida de la
dependencia a los andrégenos por parte del tumor haya resultado en una menor

transcripcion de genes regulados por RA, siendo uno de ellos KLKS.

El resto de los reguladores metabdlicos estudiados: NR5A1, SRD5A2, CREB3, CREB3LA4,

CREBZF, CREBRF, ATF1 y CD2BP2, si bien, segun lo indica la Tabla 3, tienen funciones
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gue varian desde la diferenciacion sexual hasta la proliferacion celular y han demostrado

tener un rol relevante en el CaP, no revelaron alteraciones significativas en la Figura 11.
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Conclusion

En este proyecto de investigacion, a partir de RNA extraido de tejido prostético, se
sintetizaron muestras de cDNA que se sometieron a un analisis de expresion génica RT-
gPCR, con la intencién de corroborar la hip6tesis propuesta, en la cual se establecio que
se esperaba una sobreexpresion identificable de uno, o mas de uno, de los 19
correguladores seleccionados que, segun la literatura, forman parte de la maquinaria
transcripcional de RA, o bien, del mismo gen codificante de esta proteina, NR3C4. Con
esta metodologia, se encontré6 que NR3C4 no demostrd variabilidad en su expresion
génica en el tejido tumoral en comparacion con el tejido sano, lo cual puede ser un
indicativo de que los tumores estudiados en los sujetos de estudio ya eran, al momento de
su prostatectomia, mayoritariamente independientes del suministro androgénico. Esta
teoria, a su vez, va de la mano con la evidente subexpresién de KLK3/PSA en el tejido
tumoral, dando a entender que, en los casos de estudio, la evolucion de un tumor
dependiente a uno independiente de andrégenos pudo haber causado que otras vias de
sefalizacion tumoral adquirieran mayor relevancia en comparacion con la desregulacion

de RA.

Por otro lado, se encontré que KDM4A presentaba una sobreexpresion importante en las
muestras de tejido tumoral; este hecho sugiere que esta desmetilasa en especifico podria
estar desempefiando un papel relevante en la progresion del cancer. Aunque todavia no

se han terminado de estudiar a profundidad los mecanismos a través de los cuales se
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establece esta relacion entre la desregulacion de KDM4A vy la tumorigénesis y, al menos
en los casos de estudio analizados se desconocen las consecuencias bioquimicas y
moleculares de su sobreexpresion, es l6gico considerar que KDM4A altera, de alguna u
otra forma, la estructura de la cromatina para favorecer la actividad transcripcional de las
células cancerosas y, por ende, su supervivencia. Sin embargo, es importante notar que
la sobreexpresion de un gen no garantiza la acumulacion de su proteina en el tejido, ya
gue existen mecanismos postraduccionales y postranscripcionales que podrian estar
regulando sus niveles funcionales; por lo tanto, estudios adicionales son necesarios para

confirmar la relevancia oncoldgica de KDM4A.
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Perspectivas

Profundizar en el uso de KDM4A como un posible biomarcador para el diagnéstico de CaP.
Es importante tomar en consideracion que, aunque PSA es el biomarcador de CaP
estandar para su deteccion y monitoreo, en términos de sensibilidad y especificidad, tiene
ciertas limitaciones (111) ya que puede elevarse significativamente ante la ocurrencia de
lesiones prostéticas no cancerosas. En consecuencia, ante la gran incidencia de este tipo
de cancer en la poblacibn masculina mexicana, es ineludible la blusqueda de mejores
alternativas que permitan explotar el potencial de los biomarcadores genéticos que puedan
detectarse mediante técnicas de biologia molecular (112), uno de los cuales podria ser

KDM4A.
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Apendice A

Carta de Consentimiento Informado

Por medio de la presente autorizo a los médicos para que obtengan un fragmento (2
gramos) del tejido tumoral prostatico que me serd resecado mediante cirugia, asi como
una muestra de sangre (aproximadamente 10 mL). Estoy en el entendido que estas
muestras serdn empleadas para un proyecto de investigacién sobre aspectos genéticos
del cancer de préstata en donde participan el Instituto Nacional de Cancerologia y el

Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran.

Estoy consciente de que los resultados de este estudio no estaran directamente
relacionados con el prondstico o tratamiento de mi enfermedad y que, la informacién que

se obtenga del estudio sera con fines cientificos y estrictamente confidenciales.

Nombre del paciente:

Firma del paciente:

Fecha:

Testigo:
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Apendice B

Tabla 12. Registro de las secuencias de los primers (forward y reverse) utilizadas en RT-

gPCR en funcion del gen analizado

Forward primer

Reverse primer

Gen
Clave: Secuencia Clave: Secuencia
ACTB gACT1: 5-CCT GGA GAA GAG CTACGA GC-3' | qACT2: 5-CCA GGA AGG AAGGCT GGA AG-3’
NR5A1 gSF11: 5-GGA CAA ATT CCA GCA GCT GC-3' | qSF12: 5-GGT ACA GGT ACT CCT TGG CC-3
DNMT1 gDNM1: 5-TTG GGC TGA TGC AGG AGA AG- | gDNM2: 5’-AGG TGC AGT CGG AAT TGC TC-
3 3
KDM4B | gK4B1: 5’ ACA TCG ACG TGG TGA TC-3’ gK4B2: 5-TTG TAC TGC GTG AAG AGG CC-3’
HDAC2 gqHDA1: 5-CGA GCA TCA GAC AAG CGG AT-3' | qHDA2: 5-GGG TTG CTG AGC TGT TCT GA-3’
KDM4A gK4Al: 5-GGA AAA GAA CTG CTG GC-3’ gK4A2: 5-AGT CGT CAG GCT GCA TCA TC-3’
KDM4C | gK4C1l: 5-CTA AGA GTT GGC GCC ATC CA-3' | gK4C2: 5-TTC TTC ATC ACT TGG CGC CT-3’
KDM4D gK4D1: 5’-ACA GAG CTG GCT TGG CTA AG-3’ | qK4D2: 5-TTG AGT AAA CAC TGC CC-3
KDM3A gK3A1l: 5’-GTG ATG GTG TCT GGA GTG CA-3’' | gK3A2: 5-TCC TAC TGT GGC TCC TGT GA-3
KDM2B | gK2B1: 5-GTT ACT ACG AGA CGC CCG AG-3' | gK42B2: 5-CAT GTT GTC CAC CCA GTC CA-
3
KDM1A gK1A1: 5’-ACG ACT CTT CTT TGC GGG AG-3' | qK1A2: 5-AAT TCT TCC CGC TTC TCG CA-3’
KDM4E gK4E1: 5-TGG ATC CGC ATT CCA AAG CT-3' | qK4E2: 5-GAC TGC AAC CTC GAC CTT GA-3’
SRD5A2 gSR521: 5-ATC GAG GGA GGC CTT ATC CA- | qSR522: 5-AGA CAC CCA AGC TAAACC Gt-3’
3
NR3C4 gAR1: 5-GGA CGA GGA TGA CTC AGC TG-3' | gAR2: 5-GCT GTT GCT GAA GGA GTT GC-3’
KLK3 gPSA1: 5-GCA CAG CCT GTT TCATCC TG-3' | gPSA2: 5-GAG TCA TCA CCT GGC CTG AG-3
CREB3 B35: 5'-CAG TGG TTG GAC GGC TCA-3' B33: 5-TCT GCA CTG GGA GCC TGA-3’
CREB3L4 | B3L4F: 5-GAG AGG ATG CAG GGG GAA AC- | B3L4R: 5-ACC ATA AAT GCT GGG CTC CA-3
3
CREBZF | BZFF: 5-GAG AAC CAG GAG CTG CGG-3’ BZFR: 5’-AGC GAC TCT CCT CCT GCA-3’
CREBRF | BRFF: 5’-AGC CAA AAT GCA GTC CTG A-3’ BRFR: 5°-CCG AAT CCT TCATCATGG TCC T-
3
ATF1 ATF1F: 5-ATC CGA ACT ACA CCT TCA GCT | ATF1R: 5-TTG GGG GTC ATC TGT CTT AGT
AC-3 TG-3’
CD2BP2 BP2F: 5’-TCA TTG TCC CCA AGA AGA AGC T- | BP2R: 5-AGA GTG TTT GCC TTT AAA GCG G-

3

3

Nota. Todos los primers fueron proporcionadas por Roche® México.
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Preparacion de reactivos
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Apéndice C

Acetato de sodio 1 M

Afadir 136.08 g de Acetato de sodio*3H20 en 800 mL

de agua bidestilada. Agitar y ajustar el pH a 7 con acido
acético diluido. Ajustar el volumen a 1 L, con agua

bidestilada. Esterilizar en autoclave.

Bromuro de etidio (1 mg/mL)

Afadir 1 g de bromuro de etidio a 100 mL de agua
destilada. Agitar con barra magnética hasta la
disolucién completa del colorante. Almacenar en una

botella @&mbar o cubrir su contenedor con aluminio.

DEPC (dietil pirocarbonato)

0.1%

En un matraz de 2 L, afiadir 1 L de agua bidestilada,
agregar 17 mL de dietil pirocarbonato en etanol al 10%.
Mezclar y, con agua bidestilada, completar el volumen
hasta 1700 mL. Incubar a 37 °C durante 18 horas, con

agitacion. Esterilizar en autoclave.

EDTA (acido
etilenodiaminatetraacético)

0.5M

Afnadir 186.1 g de EDTA"2H20 disodico en 800 mL de

agua bidestilada. Agitar y ajustar el pH a 8.0 con

NaOH. Esterilizar en autoclave.
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Etanol 75%

A 375 mL de etanol al 100%, afiadir agua bidestilada

(CBP) 500 mL. Mezclar y almacenar a 2 °C.

MOPS (3-(N-
morfolino)propanosulfénico)

1X

En una probeta, afadir 100 mL de MOPS 10X
preparado previamente. Ajustar el volumen a 1 L, con

agua tratada con DEPC. Agitar.

MOPS 10X

En un vaso de precipitados de 1 L, pesar 42 g de
MOPS (Sigma Aldrich, minimum 99.5% titration).
Agregar 700 mL de agua tratada con DEPC (0.1%) y
mezclar. Ajustar el pH de la solucion hasta 7, con
NaOH 2 N. Agregar 20 mL de acetato de sodio 1 M y
20 mL de EDTA 0.5 M. Transferir a matraz y ajustar el
volumen a 1 L, con agua tratada con DEPC. Esterilizar

por filtrado.
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