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RESUMEN

La prostata es una glandula del aparato reproductor masculino que produce parte del
fluido seminal. El desarrollo y funcionamiento normal de esta glandula esta regulado por
los androgenos. El cancer de prostata es una enfermedad que muestra una alta tasa de
incidencia y de mortalidad en todo el mundo. En México se encuentra en el primer lugar
de incidencia y mortalidad por cancer en hombres mayores de 20 afios. El tratamiento
consiste principalmente en el bloqueo farmacologico de andrégenos, que provoca una
estabilidad o regresion de la enfermedad. Sin embargo, muchos pacientes se vuelven
resistentes al tratamiento y progresan a una etapa letal de la enfermedad conocida
como independencia de andrégenos. A la fecha, se desconocen los mecanismos
involucrados en el desarrollo de esta etapa aunque han surgido varias hipotesis, entre
ellas algunas que involucran el estado alterado de los mecanismos epigenéticos, como

la metilacion del DNA.

En este trabajo se evaluo la expresion del gen VIAAT (Vesicular Inhibitory Amino Acid
Transporter) y el nivel de metilacion del DNA en una region de la isla CpG en la region
promotora del gen en las lineas celulares NPrEC, LNCaP y PC3, que representan
etapas progresivas de la enfermedad. La expresion génica se evalu6 mediante qRT-
PCR y la metilacion del DNA se evalu6 mediante secuenciacion del DNA tratado con

bisulfito de sodio.

La expresion génica de VIAAT en las lineas celulares NPrEC, LNCaP y PC3 no pudo
ser determinada, lo que quiere decir que posiblemente no haya transcripcion de este
gen. Sin embargo, la expresion génica se activo en LNCaP y PC3 tras el tratamiento
con el farmaco desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina, lo que implica un nivel de regulacién

de la expresion por metilacién del DNA.

Las lineas celulares NPrEC, LNCaP y PC3 muestras patrones de metilacion del DNA
diferentes entre si en la region analizada, tendiendo a una hipermetilacion de la isla
CpG. NPrEC muestra un porcentaje de metilacion de 1.5%, NPrEC de 26.7% y PC3 de
83.6%. Se observa que cada linea celular posee un patron y un porcentaje de
metilacién del DNA caracteristico que permite diferenciar una de la otra.



ABREVIATURAS

5azadC 5-aza-2’-deoxicitidina

5hmC 5-hidroximetilcitosina

5meC 5-metilcitosina

AD Dependencia de androgenos

Al Independencia de androgenos
APE Antigeno prostatico especifico
AR Receptor de andrégenos

ARE Elementos de respuesta a andrégenos
CaP Cancer de prostata

CTCF Factor de unién a CCCTC

DBD Dominio de union al DNA

DHT Dihidrotestosterona

DNMT DNA metiltransferasa

GABA Acido y-aminobutirico

GAD Acido glutamico descarboxilasa
GSTP1 Glutatiéon S-transferasa P

HAT Acetiltransferasa de histonas
HDAC Desacetilasa de histonas

HDM Desmetilasa de histonas

HMT Metiltransferasa de histonas
HPB Hiperplasia prostatica benigna
HSP Proteinas de choque térmico
LBD Dominio de union a ligando
LRES Silenciamiento epigenético de largo alcance
MBD Proteina de unién a CpG metilado
NFR Regiones libres de nucleosomas
NTD Dominio N-terminal

RNA pol RNA polimerasa

SAM S-adenosil metionina

SNC Sistema nervioso central

TF Factor de transcripcion

VIAAT Transportador vesicular de aminoacidos inhibitorios
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Metilacion diferencial del gen VIAAT en lineas celulares de cancer de prostata

1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DE LA PROSTATA

La préstata es una glandula del sistema reproductor masculino que se encuentra debajo
de la vejiga, delante del recto y rodea parte de la uretra. Su peso es de entre 20-40
gramos y tiene como funcion principal la produccion del fluido seminal que brinda
soporte nutricional al semen y motilidad a los espermatozoides. Anatdmicamente, se
divide en tres zonas (Figura 1): la zona de transicion, la zona central y la zona
periférica. Por la parte frontal, la prostata se encuentra cerrada por una pared

fibromuscular carente de glandulas (Padilla-Rodriguez, 2008).

Zonas de la Prostata

Zona central

Zona fibromuscular

Zona de transicion

Zona periférica

Region de la glandula periuretral

Ducto eyaculatorio

Q0 0T

Figura 1. Division anatomica de la préstata. Se esquematizan las cuatro regiones principales de la
prostata: (a) la zona central, (b) la zona fibromuscular, (c¢) la zona de transicién, y (d) la zona periférica
(Modificado de De Marzo et al., 2007).

Histologicamente, la prdstata estd compuesta por un epitelio glandular y un estroma
fibromuscular. El primero da lugar al adenocarcinoma de préstata y esta formado por

células basales, luminales secretoras y neuroendocrinas. Las células luminales
2
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secretan componentes del fluido prostatico, expresan el receptor de andrégenos (AR) y
secretan el antigeno prostatico especifico (APE), una serin-proteasa de 34 kDa. El
estroma esta compuesto por fibroblastos, células de musculo liso, células endoteliales,
células dendriticas, nervios, mastocitos y linfocitos. Algunas células estromales
producen factores de crecimiento que actuan de forma paracrina en las células
epiteliales. Esta comunicacion regula el crecimiento, desarrollo y respuesta hormonal de
la préstata (Feldman y Feldman, 2001). Las células de esta glandula requieren también
de la presencia y accion de andrégenos como reguladores del crecimiento celular,
proliferacion, desarrollo, supervivencia y funcionamiento normal; aunque también se ven
involucrados en condiciones patologicas como la hiperplasia prostatica benigna (HPB) y
el cancer de prostata (CaP) (Gingrich et al., 1997; Pienta y Bradley, 2006; Dehm vy
Tindall, 2007; Devlin y Mudryj, 2009).

1.2 ANDROGENOS

Los andrégenos, hormonas esteroideas masculinas, son los responsables del desarrollo
del fenotipo masculino durante el desarrollo embrionario y, en la pubertad y la edad
adulta, son necesarios para la maduracién sexual y para el mantenimiento de las
funciones del sistema reproductivo y de los caracteres masculinos. Ademas, afectan
una gran variedad de tejidos no reproductivos como la piel, el hueso y el tejido adiposo
(Heemers y Tindall, 2007; Devlin y Mudryj, 2009; Green et al., 2012).

La testosterona, el andrégeno principal en la circulacidn sanguinea, es sintetizada en
los testiculos. El resto de los androgenos en sangre son producidos por la corteza
adrenal y pueden ser convertidos a testosterona en tejidos periféricos. La sintesis de
androgenos es regulada por el eje hipotalamo-hipoéfisis-gonada. La secrecion pulsatil de
la hormona liberadora de gonadotropina (LHRH o GnRH) por el hipotalamo estimula la
secrecion de la hormona luteinizante (LH) por la hipéfisis anterior, que a la vez induce la
produccion de testosterona por las células de Leydig en el testiculo. La mayoria de la
testosterona circulante se encuentra unida a proteinas acarreadoras, como la globulina
fijadora de hormonas sexuales (SHBG) o la albumina, mientras que unicamente el 1-2%
de la testosterona existe de forma libre (Feldman y Feldman, 2001; Heemers y Tindall,
2007; Attar et al., 2009).
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Posterior al transporte en la sangre hacia sus tejidos blanco, la testosterona libre, por
sus caracteristicas lipofilicas, se difunde hacia el interior de la célula donde el 90%
puede ser rapida e irreversiblemente convertida a su metabolito mas potente,
dihidrotestosterona (DHT), por accion de la 5a-reductasa de tipo 2 (Feldman y Feldman,
2001; Pienta y Bradley, 2006; Heemers y Tindall, 2007; Attar et al., 2009).

1.2.1 Mecanismo de accién de los andrégenos

La DHT vy la testosterona realizan sus acciones mediante su unidén al receptor de
andrégenos (AR), un miembro de la superfamilia de receptores nucleares y factores de
transcripcion activados por ligando. En estado basal sin ligando, el AR se encuentra en
el citoplasma acoplado a proteinas de choque térmico (HSP). Posterior a la union con
su ligando, sufre un cambio conformacional que lleva a la disociacion de las HSP y a la
fosforilacion del receptor por la proteina cinasa A, permitiendo la formacion de un
homodimero y la traslocacion nuclear. Dentro del nucleo, reconoce y se une a
secuencias de DNA especificas conocidas como elementos de respuesta a androgenos
(ARE, por sus siglas en inglés) en las regiones promotoras y en potenciadores de la
transcripcion de genes blanco involucrados en la supervivencia, crecimiento y
diferenciacion celular (Pienta y Bradley, 2006; Dehm y Tindall, 2007; Devlin y Mudryj,
2009; Attar et al., 2009; Knudsen y Kelly, 2011; Green et al., 2012). El dimero unido a
los ARE puede interactuar directamente con componentes del complejo de iniciacién
transcripcional o reclutar proteinas correguladoras de la transcripcién (Figura 2)
(Feldman y Feldman, 2001). El prototipo de gen regulado por andrégenos, APE, codifica
para al antigeno prostatico especifico, y es un importante biomarcador en el desarrollo
del CaP y su progresion (Dehm y Tindall, 2007; Knudsen y Kelly, 2011).

1.3 EL RECEPTOR DE ANDROGENOS

El gen AR se localiza en el cromosoma Xq11-12, consiste de 8 exones y se traduce en
una proteina de 110 kDa (919 aminoacidos). Se caracteriza por una estructura con
cuatro dominios funcionales: un dominio N-terminal (NTD, por sus siglas en inglés), un
dominio de unién al DNA (DBD, por sus siglas en inglés), una region bisagra corta, y un

dominio de union a ligando (LBD, por sus siglas en inglés) (Figura 3).
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Figura 2. Mecanismo de accion de los andrégenos. La testosterona circula unida a la albumina y a la
globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG). La testosterona libre entra a la célula y es convertida a
DHT por la 5 a-reductasa. La unién de la DHT al receptor de andrégenos (AR) induce una disociacion de
las proteinas de choque térmico (HSP) y la fosforilacion del receptor. El AR se dimeriza, entra al nucleo y
se une a elementos de respuesta a andrégenos en regiones promotoras de genes blanco. Coactivadores
—como ARA70- y correpresores también se unen al complejo del AR, facilitando o reprimiendo,
respectivamente, su interaccion con el aparato general de transcripciéon (GTA). La activacion o represion
de genes blanco lleva a respuestas bioldgicas como crecimiento, supervivencia y produccion del antigeno
prostatico especifico (APE) (Modificado de Feldman y Feldman, 2001).
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Figura 3. Esquema del receptor de andrégenos. Su estructura consiste en un dominio N-terminal
(NTD), un dominio de unidon a DNA (DBD), una regién bisagra, y un dominio de unién a ligando (LBD)
(Modificado de Suzuki e Ito, 1999).
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El NTD muestra la mayor variabilidad en la secuencia entre los receptores nucleares y
posee unidades de activacion de la transcripcion (Dehm y Tindall, 2007; Knudsen y
Kelly, 2011). EI DBD contiene dos dedos de zinc, uno de los cuales determina la
especificidad del reconocimiento de ARE en el DNA, los cuales consisten en la
secuencia 5-AGAACAnNnNnAGAACA-3’, mientras que el segundo esta involucrado en la
dimerizacion y estabilizacion del AR (Green et al., 2012). La regién bisagra es un
conector entre el DBD y el LBD e incluye una sefial de traslocacion al nucleo, asi como
sitios de fosforilacion y acetilacién (Devlin, 2009). La estructura del LBD consiste en 12
hélices alfa, que se estabilizan cuando el agonista se une al receptor, lo cual posibilita la
union de coactivadores (Feldman y Feldman, 2001; Heemers y Tindall, 2007). La
sefalizacion por el eje del AR también se cree que es un importante mediador de la
carcinogénesis de la prostata, aunque los mecanismos precisos de la iniciacion vy

progresion aun no se conocen (Green et al., 2012).

1.4 CANCER DE PROSTATA

1.4.1 Prevalencia a nivel mundial

El cancer es una de las primeras causas de muerte en todo el mundo. En 2008
represento 7.6 millones de muertes (13% de todas las muertes) y se proyecta que este
numero continue aumentando hasta aproximadamente 13.1 millones en 2030. Los tipos

de cancer mas frecuente varian entre hombres y mujeres (Figura 4) (OMS, 2013).

A nivel global, el CaP es el segundo tipo de cancer mas frecuentemente diagnosticado
en hombres (13.6% del total) y el quinto mas comun del total. Las tasas mas altas de
incidencia se encuentran en Australia/Nueva Zelanda, Europa Occidental y del Norte, y
Norteamérica, principalmente por la practica frecuente de pruebas diagnosticas en
estas regiones. La tasa mas baja de incidencia se estima en el Centro-Sur de Asia
(Figura 5). Es la sexta causa de muerte por cancer en hombres (6.1% del total). Las
tasas de mortalidad son generalmente mas altas en las poblaciones
predominantemente de origen africano (Caribe y Africa Subsahariana), muy baja en
Asia Oriental e intermedia en Europa y Oceania (Figura 6) (IARC, 2010)
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Tasa de incidencia y de mortalidad de diferentes tipos de cancer a nivel global y
en México (2008).

Mama

A) Pulmén B) Cervicouterino
Colorrectal Pulmén
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Estémago Colorrectal
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Figura 4. Estadisticas de incidencia y mortalidad. Tasa de incidencia y de mortalidad estandarizada
segun datos de 2008 de los diferentes tipos de cancer. A) Globalmente, para ambos sexos. B) En
México, para ambos sexos. C) Globalmente, para hombres. D) En México, para hombres. (Modificada de
GLOBOCAN, 2008)
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Incidencia mundial estimada de Cancer de Prostata en 2008

5 e

; -8
wr <%

0 58 150 275 677 174

Tasa de incidencia estandarizada por edad, por 100 000

Figura 5. Incidencia mundial de cancer de prostata. Se observa una mayor prevalencia en Australia,
Norteamérica y Europa Occidental y del Norte y una menor prevalencia en el Centro-Sur de Asia (IARC,
2010).

Mortalidad mundial estimada de Cancer de Prostata en 2008

0 38 80 127 168 62
Tasa de mortalidad estandarizada por edad, por 100 000

Figura 6. Mortalidad mundial de cancer de prostata. Se observa una mayor tasa de mortalidad en

Africa y una muy baja tasa en el Centro-Sur de Asia (IARC, 2010).
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1.4.2 Prevalencia en México

Las estadisticas mas recientes en México sefalan que, durante 2010, los principales
tumores malignos que afectan a varones adultos se concentran en cancer de prostata
(7.9%), bronquios y pulmén (4.9%) y colon (4.6%). En 2011, en hombres con cancer
mayores de 20 afios, 8 de cada 100 presentan neoplasia de préstata y, de cada 100
defunciones por tumores malignos, 17 son por cancer de prostata, 13 de bronquios y
pulmén y 9 de estomago (INEGI, 2013)

Entre los hombres adultos, la tasa mas alta de morbilidad hospitalaria por CaP aumenta
conforme avanza la edad (Figura 7) y se observan diferencias significativas entre
hombres y mujeres. Las mujeres mueren por cancer de mama (13.8%), cervicouterino
(10.4%) y de estomago (7%). En tanto que los hombres fallecen por cancer de préstata
(16.9%), de bronquios y pulmon (12.8%) y de estdmago (8.6%) (Figura 8) (INEGI,
2013).

Distribucion porcentual de morbilidad hospitalaria de la poblacion de 20 afios y mas,
por tumores malignos seleccionados segin grupo de edad 2010

Hombres
Porcentaje

40

37.1

35
30 1

25

19.0

5 - 13 27

0.3
o |04 ,

20a29 30a 39 403 49 50a 59 60a 564 65a 74 75a79 80y mas
Grupo de edad

Bronquiosy pulmén Prostata

Nota: Se utilizo la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud
(CIE-10), codigos C34, C50, C53 y C61.
Fuente: SSA (2011). Base de egresos hospitalarios 2010 . Proceso INEGI.

Figura 7. Distribuciéon por edades de morbilidad para cancer de bronquios y pulmén, y de préstata.
Ambos tipos de cancer afectan principalmente a la poblacion de 65 a 74 afios (Modificada de INEGI,
2012).
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Porcentaje de defunciones en poblacion de 20 afios y mas,

por principales tumores malignos segin sexo

2011

Mama

13.8
Bronguios y pulmén 6.4
Estomago 7.0
Higado y de las vias

biliares intrahepaticas 55
Colon 4.3
Cervicouterino 10.4

—— Prostata -

Nota: Se utilizé la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas
Relacionados con la Salud (CIE-10), codigos C16, C18, C22, C34, C50, C53 y C61.
Fuente: INEGI (2012). Estadisticas de Mortalidad. Cubos dindmicos. Proceso INEGI.

Figura 8. Porcentajes de defunciones por tipo de cancer para cada sexo. En hombres el mayor
porcentaje de defunciones se debe a cancer de prostata y, en mujeres, a cancer de mama (Modificada de
INEGI, 2012).

1.4.3 Diagndstico

Los signos clinicos que se presentan al inicio de la enfermedad estan asociados a
problemas urinarios como dificultad al orinar, vaciamiento incompleto de vejiga,

nocturia, entre otros, por lo que se recurre a un urélogo.

Para establecer el diagndstico, las pruebas que se emplean son: cuantificacion en suero
del APE, examinacion por ultrasonido y tacto rectal, y biopsias de la prostata que son
evaluadas por un patélogo para determinar finalmente el diagnéstico positivo o negativo
de cancer (Padilla-Rodriguez, 2008; Passoni et al., 2012). Desafortunadamente, cerca
de 15% de los pacientes poseen lesiones metastasicas al momento del diagndstico
(Knudsen y Kelly, 2011). El APE sérico también se usa para monitorear el éxito y la
respuesta de a terapia, asi como de la recurrencia distante o local después de los
tratamientos o el surgimiento de un fenotipo referido como CaP independiente de
andrégenos (Al) (Figura 9) (Dehm y Tindall, 2007).

10



INTRODUCCION

o 30 g Tratamiento

b

Q=

= E2

a O

v £ qp A

[£3]

Ay

< 0 ———r—

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Meses

Figura 9. Progresién clinica del cancer de préstata. Tras el tratamiento con bloqueo androgénico, los
valores del APE descienden reflejando una respuesta positiva al tratamiento durante la etapa
dependiente de andrégenos (AD). Sin embargo, tras 12-18 meses hay un aumento en los niveles de APE
lo que se traduce como una resistencia a la terapia y el desarrollo de un fenotipo independiente de
andrégenos (Modificada de Sadar et al., 2002).

En México, los valores por arriba de 4.0 ng/mL de APE se consideran anormales,
aunque falsos positivos pueden ser causados por HBP, prostatitis o cistitis, eyaculacion,
trauma perineal, etc. Por otro lado, un valor normal de APE no descarta CaP. Los
valores elevados de APE conllevan a biopsias, que pueden causar sangrado,
hematuria, dolor e infeccién que pueden resultar estresantes para el paciente. Estudios
matematicos estiman que de 23-42% de los diagndsticos de pacientes con APE elevado
estan sobreestimados. De igual manera, el uso de tratamientos agresivos hacia estos
tumores se asocia con riesgos innecesarios de disfuncion urinaria o sexual que pueden

afectar la calidad de vida del paciente (Hoffman, 2011).

Actualmente, el grado Gleason es uno de los factores prondsticos mas importantes de
agresividad. Este se basa en caracteristicas celulares morfoldgicas y se establece al
momento de analizar la biopsia y tiene un rango de 2 hasta 10, siendo este ultimo un
tumor de alta agresividad y peor pronostico (Padilla-Rodriguez, 2008). Sin embargo, es
necesario contar con mas marcadores que puedan identificar grupos de alto riesgo,
mejorar el diagnodstico y evitar tratamientos agresivos en quienes no los necesitan. Hoy
en dia estan siendo evaluados diferentes biomarcadores que evaluan la expresion
génica y/o alteraciones en algunos mecanismos epigenéticos, principalmente en la
metilacion del DNA (Hoffman, 2011).
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1.4.4 Factores de riesgo

Los factores de riesgo mas consistentes para el desarrollo del CaP son: (1) edad
avanzada; (2) historia familiar positiva, el riesgo es dos veces mayor en pacientes con
un familiar en primer grado con diagnostico de CaP (Hoffman, 2011); (3) la etnia y
variaciones geograficas, los grupos étnicos chinos y japoneses que emigran al oeste
adquieren mayor riesgo de CaP, lo que apoya el efecto ambiental en el desarrollo del
CaP; y (4) la dieta, estudios epidemiolégicos revelan un vinculo entre el CaP y el
consumo de carnes rojas y grasas animales. Un mecanismo por el cual el consumo de
carnes puede estimular el desarrollo de CaP podria estar relacionado con la formacion
de aminas heterociclicas, las cuales producen carcinomas en ratas (De Marzo et al.,
2007).

1.4.5 Tratamiento

Los tumores detectados tempranamente usualmente se encuentran localizados y
confinados en la prostata y son potencialmente curables con prostatectomia radical y/o
radiacion (Feldman y Feldman, 2001; Wu y Ho, 2004; Devlin y Mudryj, 2009).

El crecimiento del cancer de prostata depende de la proporcion entre células
proliferando y células muriendo. Los andrégenos son los principales reguladores de
esta proporcién estimulando la proliferacién e inhibiendo la apoptosis, por lo que el CaP
depende de un nivel crucial de estimulacion androgénica y de la activacion del AR para
su crecimiento y supervivencia. El bloqueo de andrégenos causa una regresion del
cancer porque sin androgenos la tasa de proliferacién celular es mas baja y la tasa de
muerte celular aumenta, llevando a la extincion de estas células (Craft et al., 1999;
Feldman y Feldman, 2001; Knudsen y Kelly, 2011). Esta fase inicial se denomina
dependiente de androgenos (AD).

En casos de enfermedad localmente avanzada o metastasica, la terapia de bloqueo de
andrégenos resulta en una estabilizacion inicial o regresion de la enfermedad en
aproximadamente 80% de los pacientes. El bloqueo de andrégenos puede ser por
castracion quirurgica (orquidectomia) o médica (analogos de la LHRH o antagonistas
del AR) (Dehm y Tindall, 2007). Sin embargo, en los siguientes 12-18 meses, casi todos

los tumores se vuelven resistentes a la terapia, progresan rapidamente y producen
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metastasis. En esta etapa se denominan independientes de androgenos (Al) y producen
la muerte en 16-24 meses, ya que aun no hay tratamientos efectivos (Craft et al., 1999;
Pienta y Bradley, 2006; Niu et al., 2008; Attar et al., 2009; Devlin y Mudryj, 2009). Los
cambios moleculares en las células tumorales que producen esta resistencia al
tratamiento son poco entendidos, por lo que el comprender los mecanismos
moleculares implicados en la progresion hacia la etapa Al ha sido un objetivo importante
en la investigacién sobre el CaP y un primer paso hacia el desarrollo de terapias para
esta forma letal del cancer (Tilley et al., 1996; Gingrich et al., 1997; Feldman y Feldman,
2001; Wu y Ho, 2004).

1.4.6 Mecanismos de progresion hacia la independencia de andrégenos

Hay diversas hipotesis que intentan explicar la progresion de una etapa inicial AD hacia
la etapa Al. Analisis inmunohistoquimicos demuestran que la mayoria de los tumores Al
siguen expresando el AR y el APE (Tilley et al., 1996; Dehm y Tindall, 2007; Devlin y
Mudryj, 2009). A nivel molecular, esta progresion hacia la etapa Al se ha asociado con:
(1) mutaciones en el AR, principalmente en el LBD, que pueden conducir a una
alteracion en la sensibilidad a andréogenos, provocando su activacién por otros ligandos
esteroideos o por antagonistas; (2) sobreexpresion o amplificacion del AR, el cual es
uno de los eventos mas comunes asociados con el crecimiento Al y puede causar que
incluso niveles bajos de androgenos puedan producir efecto; (3) activacion de vias de
sefalizacion intracelulares que activan el AR en ausencia de ligando, que pueden ser
neuropéptidos, citocinas o factores de crecimiento; (4) aumento local de la produccién
de andrégenos por las células de CaP; (5) expresion alterada en los niveles de
correguladores del AR; (6) procesamiento proteolitico o por variantes de corte y
empalme del AR que producen una molécula trunca que mantiene el DBD pero cuyo
LBD ha sido removido, generando una molécula constitutivamente activa que funciona
de manera Al; (7) mecanismos independientes del AR que faciliten la proliferacion e
inhiban la apoptosis; (8) o por la proliferacién de una subclona de células tumorales Al
preexistentes en una fase temprana o por seleccién o adaptacion causada por los bajos
niveles de andrégenos (Figura 10) (Tilley et al., 1996; Craft et al., 1999; Feldman y
Feldman, 2001; Pienta y Bradley, 2006; Dehm y Tindall, 2007; Niu et al., 2008; Attar et
al., 2009; Devlin y Mudryj, 2009; Knudsen y Kelly, 2011; Gravina et al., 2011; Parray et
al., 2012; Tamburrino et al., 2012; Green et al., 2012).
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Figura 10. Algunos mecanismos involucrados en la independencia de andrégenos. (a) Se produce
mas AR generalmente por amplificacion del gen, o hay una mayor sensibilidad para compensar los bajos
niveles de andrégenos, o una mayor cantidad de testosterona es convertida a DHT. (b) La especificidad
del AR se ve ampliada usualmente por mutaciones en el LBD, por lo que puede activarse por moléculas
no androgénicas presentes en circulacion. (c) Diferentes vias de sefializacion activadas por factores de
crecimiento o citocinas son activadas, lo que conlleva a la fosforilacion y activacion del AR independiente
de ligando ya sea por AKT (proteina cinasa B) o por MAPK (proteina cinasa activada por mitégenos). (d)
Vias paralelas de supervivencia, como las que involucran a la molécula antiapoptética BCL2 omiten la
necesidad del AR. (e) Células de cancer Al, posiblemente células madre epiteliales, que se encuentran

presentes pueden ser seleccionadas por el tratamiento (Modificado de Feldman y Feldman, 2001).

Las modificaciones genéticas son un factor crucial en la progresion del tumor, y el
desarrollo del CaP Al no es la excepcion. Es posible que, como muchos tipos de
cancer, sean seleccionadas células con cambios genéticos que aumenten la
probabilidad de mutaciones subsecuentes. Una prueba de esto es el hecho de que la

enzima destoxificante de fase Il glutation S-transferasa P (GSTP1) se expresa en el
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epitelio prostatico normal, donde cataliza la destoxificacion intracelular de compuestos
electrofilicos, incluyendo carcindgenos, pero no se expresa en mas de 90% de los
casos de CaP debido a la hipermetilacion del DNA de su promotor, favoreciendo de
esta manera el efecto de compuestos carcinogénicos. Un aumento general en la tasa
de mutaciones incrementaria entonces la probabilidad de que una célula desarrolle
mutaciones consecuentes que, eventualmente, permitan que la célula de CaP crezca
independientemente de androgenos (Feldman y Feldman, 2001). Se cree que ésta es

una de las alteraciones genémicas mas tempranas y comunes observadas en CaP.

Como en otros tipos de cancer, el CaP se desarrolla a través de la acumulacion de
cambios genéticos y epigenéticos, ademas de la inestabilidad gendmica que puede
facilitar la progresion tumoral (De Marzo et al., 2007). La iniciacidon y progresion del
tumor se entienden como procesos que involucran la adquisicidon de alteraciones
genéticas como rearreglos, pérdidas o duplicaciones de regiones cromosomicas y la
activacion de oncogenes por mutaciones o la inactivacion de genes supresores de
tumor. Sin embargo, evidencia reciente indica que los eventos epigenéticos, son de

igual importancia en la evolucion del cancer (Wu y Ho, 2004).

1.5 EPIGENETICA

En un organismo multicelular, las diferentes células que lo componen son
genotipicamente idénticas y, sin embargo, muestran diferentes fenotipos debido a
diferencias en los patrones de expresion génica que producen sus proteinas
caracteristicas (Rakyan et al., 2001; Bird, 2002). Estas diferencias se deben al control
de la expresion mediante mecanismos epigenéticos, que pueden ser entendidos como
un sistema complejo para utilizar selectivamente la informacion genética, activando y

desactivando genes funcionales (Rodriguez-Dorantes et al., 2004).

El término “Epigenética” fue propuesto en 1942 por C.H. Waddington como ‘“las
interacciones causales entre los genes y sus productos, los cuales dan lugar al
fenotipo.” Esta definicion ha evolucionado con el tiempo y actualmente se puede definir
como “el estudio y establecimiento de los cambios heredables de manera estable en la

expresion génica y en la organizacidén de la cromatina que ocurren independientemente
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de cambios en la secuencia del DNA” (Berger et al., 2009; Sharma et al., 2010; Tsai y
Baylin, 2011). Esta heredabilidad de los patrones de expresidon es mediada por
modificaciones epigenéticas, que incluyen la metilacion del DNA, modificaciones post
traduccionales de las histonas, algunos RNA no codificantes y el posicionamiento de los
nucleosomas a lo largo del DNA (Figura 11). Estas modificaciones, llamadas en
conjunto epigenoma, comprenden un perfil especifico en cada tejido y proveen un
mecanismo para la diversidad celular regulando la informacion para el mantenimiento

de la identidad celular durante la vida de un organismo (Herceg y Vaissiéere, 2011).

Cromatina compacta smodeladores
la cromatina

Cromatina abierta

Nucleosoma
octamero de histonas
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Figura 11. Mecanismos de regulacion epigenética. Se ilustran diferentes mecanismos epigenéticos
que regulan la expresion génica y la estructura de la cromatina, como: la metilacion del DNA,

modificaciones post traduccionales de histonas, posicionamiento de nucleosomas y RNA no codificantes.

La comprension de los mecanismos involucrados en la iniciacion, mantenimiento,
interpretacion y heredabilidad de los estados epigenéticos es un aspecto importante de
la investigacion en la biologia actual (Berger et al., 2009). La dieta y exposicidon
ambiental también pueden alterar el nivel y alcance de la regulacion epigenética, por lo
que se buscan explicar las correlaciones que se han encontrado entre el estilo de vida y

el riesgo a padecer una enfermedad (Hamilton, 2011).
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Para regular la informacion genética, el DNA gendmico en el nucleo de la célula
eucariota debe estar sistematicamente empaquetado y organizado, funcién que provee
la cromatina. La unidad repetitiva basica de la cromatina son los nucleosomas, cada
uno de los cuales consiste en DNA alrededor de un octamero de histonas (Brait y
Sidransky, 2011) (Figura 11). Tal condensacion proporciona un obstaculo a la
maquinaria nuclear que lleva a cabo procesos como la replicacion, transcripcion o
reparacion del DNA. Sin embargo, la conformacién de la cromatina puede cambiar
dinamicamente permitiendo descondensacién localizada que facilite el progreso de
dicha maquinaria. La cromatina puede ser: heterocromatina, un estado condensado y
transcripcionalmente inerte; o eucromatina, que contiene menos regiones condensadas
de DNA y es asociada con actividad transcripcional. La mayor parte de la cromatina
existe en forma de heterocromatina, aunque el contenido global de ambas puede variar
entre diferentes tipos celulares y entre diferentes momentos del desarrollo y ciclo
celular. La naturaleza dinamica de la estructura de la cromatina es posible por

modificaciones epigenéticas (Rakyan et al., 2001).

1.6 MODIFICACIONES EPIGENETICAS

1.6.1 Metilacion del DNA
La metilacion del DNA es un mecanismo de regulacion epigenética que involucra la

transferencia enzimatica de un grupo metilo (-CHjs) al anillo de pirimidina de la citosina,
principalmente en el contexto de dinucleétidos CpG, aunque también ocurre en otros
contextos (Herceg y Vaissiére, 2011). En el genoma de mamiferos, el dinucledtido CpG
no esta distribuido de manera uniforme y se encuentra altamente subrepresentado
debido al elevado ritmo de desaminacién espontanea de la 5-metilcitosina (5meC)
convirtiendose en timina (Rakyan et al., 2001; Albany et al., 2011; Tsai y Baylin, 2011).
Por lo tanto, se le encuentra en tan sélo 1% del genoma humano, por debajo de la
fraccion estadistica esperada de 6% que corresponderia de acuerdo al porcentaje de
GC en el genoma que es de 42% (Majumdar et al., 2011; Brait y Sidransky, 2011).
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1.6.1.1 Islas CpG

Una isla CpG se define como una region que abarca de 0.2 kb a 5 kb, que posee un
contenido de GC de al menos 50%, y un cociente de la frecuencia de los CpG
observados entre los esperados de 0.6 o mayor (Rakyan et al., 2001; Portela y Esteller,
2010; Sharma et al., 2010; Brait y Sidransky, 2011; Chin et al., 2011; Albany et al.,
2011). Las islas CpG se encuentran generalmente en las regiones regulatorias 5’ de
genes y su presencia, estado de metilacién, y contenido de CpG permite predecir el
potencial de transcripcion del gen (Figura 12) (Chin et al., 2011). A grandes rasgos,
cuando una isla CpG se encuentra metilada significa que hay una actividad
transcripcional reprimida, mientras que una isla CpG desmetilada implica una mayor
actividad transcripcional. Los patrones de metilacion del DNA proveen instrucciones
para dirigir funciones celulares o promover la expresion especifica de cada tejido y
controlar el crecimiento y la proliferacion (Putiri y Robertson, 2010; Pelizzola y Ecker,
2011).

1.6.1.2 Distribucion genomica de la metilacion del DNA.

De los CpG presentes, aproximadamente 70-80% estan metilados y se encuentran en
el cuerpo de los genes o en elementos repetitivos no codificantes donde la metilacion es
necesaria para prevenir la reactivacion de secuencias endoparasitas que pueden
causar inestabilidad cromosomica, traslocaciones o rupturas de genes (Portela y
Esteller, 2010). La mayoria de los CpG no metilados (85-90%) se encuentran en islas
CpG de cerca de 60% de genes constitutivos y especificos de cada tejido. Por lo tanto,
las islas CpG en regiones promotoras se encuentran en su mayoria desmetiladas,
mientras que en regiones intronicas y los CpG en secuencias repetitivas estan
altamente metilados (Sharma et al., 2010; Majumdar et al., 2011; Hamilton, 2011; Brait y
Sidransky, 2011).

La metilacion del DNA que ocurre a lo largo del cuerpo del gen es comun en genes que
se expresan de manera ubicua y esta correlacionada positivamente con la expresion
(Figura 12). Se ha propuesto que este mecanismo puede estar relacionado con la
eficiencia de la elongacion durante la transcripcion y con la prevencion de iniciadores
espurios transcripcionales (Portela y Esteller, 2010; Brait y Sidransky, 2011; Pelizzola y
Ecker, 2011). Ademas, el estado de metilacion del DNA regula el proceso de corte y
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empalme (Jones, 2012; Malousi y Kouidou, 2012). Lo anterior demuestra que el
significado de esta marca en el DNA es complejo y su interpretacion dependiente del
contexto (Pelizzola y Ecker, 2011).

En el mantenimiento y delimitacién de regiones libres de metilacion del DNA, como en
promotores, la proteina CTCF (CCCTC-binding factor) juega un papel importante. CTCF
es una proteina nuclear que contiene 11 dedos de zinc que se expresa ampliamente y
que se une a secuencias de DNA diversas e inusualmente largas (=50 pb) mediante
diversas combinaciones de sus dedos de zinc. Una de las funciones de CTCF es la
prevencion de la propagacion de la metilacion del DNA hacia zonas desmetiladas. Ha
sido demostrado que cuando CTCF no se une a su motivo de reconocimiento en el
promotor humano del gen RB se produce un aumento en la metilacion del DNA sobre el
promotor. Esta falla en la union de CTCF al DNA, que impide que realice su funcion, se
puede deber a mutaciones o a la metilacion del DNA en la secuencia a la que reconoce.
Esto sugiere que CTCF previene la propagacion de la metilacion del DNA y por lo tanto
protege de silenciamiento epigenético a promotores cercanos (Filippova, 2008; Davalos-
Salas et al., 2011).

1.6.1.3 Regiones a las orillas de las islas CpG

La regulacion génica también puede ser regulada por la metilacion del DNA en regiones
que se encuentran a cientos de pares de bases lejos de las islas clasicas CpG y/o de
los sitios de inicio de la transcripcion. El término “shore” de las islas CpG, o regiones a
las orillas o0 a los extremos de las islas CpG, se refiere a regiones de una densidad
menor de CpG que se encuentran aproximadamente a 2 kb de las islas CpG. La
metilacion de estas regiones esta asociada con la inactivacion transcripcional (Figura
12) (Irizarry et al., 2009). Gran parte de la metilacion del DNA especifica de cada tejido
parece no ocurrir en islas CpG sino en estos extremos (Portela y Esteller, 2010). Aun no
se entiende el mecanismos por el cual estas regiones regulan la expresion, pero una
posibilidad es que la metilacion del DNA en esta regién controle la actividad de
potenciadores de la transcripcion modulando asi la expresion génica (Pelizzola y Ecker,
2011).
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Figura 12. Patrones de metilacion del DNA. La metilacion del DNA puede ocurrir en diferentes regiones
del genoma. La modificacion de estos patrones conlleva a un estado alterado en las células. Los casos
mostrados a la izquierda son casos normales y las alteraciones se muestran a la derecha. Las lineas
delgadas verticales representan un dinucleético CpG. Cuando la linea contiene un circulo el CpG se
encuentra metilado y cuando no, se encuentra desmetilado. (a) Las islas CpG en promotores de genes se
encuentran normalmente desmetiladas, permitiendo la transcripcidon. La hipermetilacion aberrante
conlleva a inactivacion transcripcional. (b) El mismo patrén se observa en las orillas de las islas, que se
localizan a 2kb rio arriba de la isla CpG. (¢) Cuando la metilacién ocurre en el cuerpo del gen, se facilita
la transcripcién y previene iniciaciones de la transcripcion espurias. En estados alterados, el cuerpo del
gen se tiende a desmetilar permitiendo que la transcripcién inicie en varios sitios incorrectos. (d) Las
secuencias repetitivas tienen a estar hipermetiladas, previniendo inestabilidad cromosémica,
traslocaciones y rupturas de genes por la reactivacion de secuencias endoparasitas, lo cual ocurre

cuando este patron se encuentra alterado (Modificado de Portela y Esteller, 2010).

1.6.1.4 Funciones de la metilacion del DNA
La metilacion del DNA provee un mecanismo estable de silenciamiento genético y es

considerada una marca represiva de la transcripcion que regula la expresion génica y la
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arquitectura de la cromatina, en asociacion con modificaciones de histonas y otras
proteinas asociadas a la cromatina (Sharma et al., 2010). Es un proceso epigenético
reversible y heredable, involucrado también en diversos procesos biolégicos (Majumdar
et al., 2011) como en el mantenimiento de la conformacion e integridad de los
cromosomas y en mecanismos de defensa del genoma contra elementos genéticos
moviles potencialmente dafinos. La inactivacion del cromosoma X y la impronta
genomica son también ejemplos de silenciamiento transcripcional por metilacién del
DNA (Herceg y Vaissiére, 2011).

1.6.1.5 Mecanismos de regulacion génica por metilacion del DNA
Hay dos mecanismos por los cuales la metilacion del DNA puede regular la expresion
génica. En primer lugar, la metilaciéon de los CpG en sitios de unidén de factores de
transcripcion puede inhibir esta union y, por lo tanto, influir directamente en la actividad
génica ya que algunos de éstos son sensibles a metilacion (Pelizzola y Ecker, 2011). En
segundo lugar, los CpG metilados actuan como sitios de union para proteinas de unién
a CpG metilados (MBD, por sus siglas en inglés), como MBD1, MBD2, MBD3 y MECP2,
que estan asociadas con complejos represivos de la transcripcidn y otros factores como
las desacetilasas de histonas (HDAC), que promueven la condensacion de la cromatina
en conformaciones estables transcripcionalmente represivas (Rakyan et al., 2001,
Sharma et al, 2010; Putiri y Robertson, 2010; Chin et al., 2011; Brait y Sidransky, 2011).

1.6.1.6 Enzimas encargadas de la metilacion del DNA: DNMT

La metilacion del DNA es catalizada por una familia de enzimas llamadas
metiltransferasas de DNA (DNMT) que catalizan la transferencia del grupo metilo de la
S-adenosil metionina (SAM) a la citosina del dinucleétido CpG, de las cuales hay dos
clases: las DNMT de mantenimiento y las de novo. Al primer grupo pertenece la
DNMT1, involucrada en el mantenimiento de los patrones de metilacion a lo largo de la
mitosis. Después de la replicacion semiconservativa del DNA, las moléculas hijas
contienen un patréon hemimetilado de CpG, por el cual la DNMT1 tiene mayor
preferencia y por lo cual es reconocido y convertido a un patron totalmente metilado
(Figura 13) (Rakyan et al., 2001). Es la DNMT mas abundante en la célula y se
transcribe principalmente durante la fase S del ciclo celular. (Putiri y Robertson, 2010;
Portela y Esteller, 2010; Brait y Sidransky, 2011; Herceg y Vaissiere, 2011)
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Las DNMT de novo son las DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L, que establecen los nuevos
patrones de metilacion durante la embriogénesis y el desarrollo, metilando DNA
independientemente de si el templado es hemimetilado o no (Figura 13) (Brait y
Sidransky, 2011; Herceg y Vaissiére, 2011). Se expresan en menor cantidad después
de la diferenciacion celular (Pelizzola y Ecker, 2011). La actividad de DNMT3A y
DNMT3B es aumentada por la DNMT3L, una proteina cataliticamente inactiva con
similitud en su secuencia con DNMT3A y DNMT3B, que interactua y colocaliza con ellas
en el nucleo (Putiri y Robertson, 2010; Majumdar et al., 2011). Durante el desarrollo de
los mamiferos, hay oleadas de desmetilacion extensa del genoma en la fase de célula
germinal primordial y en el embridn de preimplantacién que son restablecidos por estas

enzimas (Rakyan et al., 2001).

a CH,

DNMT3A

TTGACAGCCGTS, DNMT3B 5
—_—

5 TTGACAGCCGTs,

3’ 5 3 5
AACTGTCGGCA AACTGTCGGCA

Figura 13. Mecanismos de metilacion del DNA. Las DNMT catalizan la transferencia de un grupo
metilo de la S-adenil metionina (SAM) al quinto carbono de un residuo de citosina para formar la 5-
metilcitosina (5meC). (a) DNMT3A y DNMT3B son las DNMT de novo y transfieren grupos metilo (circulo
oscuro) a DNA desmetilado. (b) DNMT1 es la DNMT de mantenimiento y conserva los patrones de
metilacion del DNA. Tras la replicacion semiconservativa del DNA la cadena parental (cadena color claro)
mantiene los patrones originales de metilacion (circulo claro), DNMT1 se asocia al foco de replicacion y
copia precisamente el patrén original de metilacion del DNA afiadiendo grupos metilo (circulo oscuro) a la

cadena hija (cadena oscura) (Modificada de Moore et al., 2012).
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1.6.1.7 Metilacion no CpG
En diversos organismos eucariontes y en humanos la 5meC se puede encontrar
también en otro contexto de secuencia, no sélo en CpG, sino que se le ha descubierto
también en el contexto de CHH o CHG (siendo H: A, C o T), a lo que se le conoce como
metilacion no CpG. La metilacion en estos sitios parece estar restringida a etapas de
diferenciacion celular y disminuye cuando la célula ya se encuentra diferenciada
(Portela y Esteller, 2010). La metilacion no CpG no esta distribuida al azar en el genoma
sino que se encuentra particularmente enriquecida en el cuerpo del gen, con niveles

mayores en genes con actividad transcripcional mayor (Pelizzola y Ecker, 2011).

1.6.1.8 Desmetilacion del DNA y la 5-hidroximetilcitosina

Hay dos mecanismos propuestos para la desmetilacion del DNA: desmetilacion pasiva y
desmetilacién activa. La desmetilacion pasiva involucra la desmetilacién a través de
rondas de replicacion del DNA tras la inactividad de las DNMT. La desmetilacidon activa
puede involucrar a la maquinaria de reparacion del DNA mediante la remocién de la
base metilada eliminandola directamente, o a través de una serie de reacciones que
finalizan con la insercidon de una base desmetilada. Las enzimas de la familia TET
pueden ser otro intermediario para la desmetilacion del DNA ya que TET1 es capaz de
oxidar 5meC para producir 5-hidroximetilcitosina (5hmC) (Herceg y Vaissiére, 2011). La
presencia de la 5hmC se ha descrito recientemente, ya que los métodos de conversidn
con bisulfito no son capaces de relevarla. La 5hmC no es reconocida por la DNMT1 y
puede ser convertida nuevamente a citosina (Pelizzola y Ecker, 2011). Esta base se ha
observado en bajo porcentaje (menor a 1%) y se ha detectado en cerebro y en células
madre embrionarias y, aunque en cantidades muy bajas, en células de cancer (Song y
He, 2011)

1.6.1.9 Determinacion de los perfiles de metilacion del DNA

El método utilizado para determinar los niveles de metilacién del DNA requiere una
conversién inicial del DNA con bisulfito de sodio, que convierte las citosinas no
metiladas en uracilos, pero las citosinas metiladas no sufren ningun cambio. La
secuenciacion del DNA se realiza con el DNA tratado, previa amplificacion por PCR
donde el uracilo es reemplazado por timina, para determinar regiones especificas de
hiper- o hipometilacion. La clonacion y la secuenciacion de los fragmentos de DNA
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permiten la identificacion de las citosinas metiladas (Majumdar et al., 2011). Sin
embargo, una limitante en las tecnologias basadas en PCR es que van dirigidas
especificamente hacia regiones predeterminadas de genes candidatos (Hamilton,
2011).

1.6.2 Modificacion de Histonas

Hay cinco tipos de histonas: H1/H5, H2A, H2B, H3 y H4. El nucleosoma esta compuesto
de un octamero formado por dos copias de cada una de las cuatro histonas (H3, H4,
H2A y H2B). Alrededor de cada nucleosoma hay 147 pares de bases del DNA (Figura
11) que le da vuelta 1.65 veces y entre nucleosomas hay 10-90 pares de bases,
ocupados por una sola copia de una histona de union o H1 (Portela y Esteller, 2010;
Brait y Sidransky, 2011). Las histonas contienen un dominio globular en el extremo C-
terminal y una cola que sobresale de su nucleo en el extremo N-terminal. Las
modificaciones de las histonas que se producen en este extremo trabajan modificando
la accesibilidad de la maquinaria nuclear a la cromatina (Putiri y Robertson, 2010) y se
reconocen como reguladoras dinamicas de la actividad génica que pueden sufrir
diversas modificaciones quimicas post traduccionales como la acetilacion, metilacion,
fosforilacion, ubicuitinacion, sumoilacion, o ribosilacion de distintos aminoacidos,
resultando en la activacion o la supresion de la expresion génica (Majumdar et al., 2011;
Hamilton, 2011; Albany et al., 2011). Aun no se comprenden los mecanismos
involucrados en la heredabilidad del cédigo de las histonas (Brait y Sidransky, 2011).

La acetilacion de los residuos de lisina en las histonas H3 y H4 (H3Ac y H4Ac) esta en
general asociada con actividad transcripcional, mientras que la metilacion de histonas
esta asociada con la activacién o represion transcripcional dependiendo del sitio de
modificacion y del numero de grupos metilo agregados. Por ejemplo, la di- y
trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4) esta asociada con activacion
transcripcional, mientras que la dimetilacion y trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3
(H3K9) y de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27) esta generalmente asociada con la
represion transcripcional (Figura 11) (Rakyan et al., 2001; Putiri y Robertson, 2010;
Sharma et al., 2010; Portela y Esteller, 2010; Chin et al., 2011; Albany et al., 2011; Tsai
y Baylin, 2011; Brait y Sidransky, 2011).
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La combinacion de estas modificaciones es altamente dinamica y capaz de cambiar
rapidamente dependiendo de la respuesta celular a sefales célula-célula o a senales

ambientales (Putiri y Robertson, 2010)

Las enzimas que controlan el balance de las modificaciones covalentes a las histonas
son las acetiltransferasas de histonas (HAT) y las HDAC, asi como las metiltransferasas
de histonas (HMT) y desmetiladas de histonas (HDM) (Jeltsch, 2002; Sharma et al.,
2010; Majumdar et al., 2011; Brait y Sidransky, 2011). La acetilacion de los residuos de
lisina en las colas de las histonas desempaqueta la estructura de la cromatina, ya que
esta modificacion reduce la fuerza de union entre las histonas y el DNA, abriendo el
complejo y haciendo que el DNA sea accesible a los factores de transcripcion,
facilitando asi la expresion génica (Majumdar et al., 2011; Hamilton, 2011). Las HDAC
interactuan con DNMT y también pueden ser reguladas por algunos miRNA, por lo que
toda la maquinaria epigenética actua en conjunto para asegurar la conformacion de la

cromatina y el nivel de accesibilidad a ésta (Brait y Sidransky, 2011).

Las modificaciones de las histonas son importantes para establecer las marcas de
metilacién del DNA. Las marcas de histonas de represiéon pueden ser establecidas
independientemente de la metilacién del DNA y son capaces, en algunos casos, de
inducir la metilacion de novo del DNA. Por otro lado, la metilacién del DNA también
puede dirigir el establecimiento de las marcas de las histonas de represion (Putiri y
Robertson, 2010). Varias HMT pueden dirigir la metilacion del DNA hacia ciertos
blancos genomicos reclutando directamente a DNMT para silenciar genes
establemente. Ademas de reclutar DNMT, las HMT y HDM también influyen en los
niveles de metilacion del DNA regulando la estabilidad de las DNMT que a la vez
pueden reclutar HDAC y proteinas MBD para lograr el silenciamiento de genes vy la
condensacion de la cromatina. Lo anterior demuestra que las interacciones entre la
magquinaria de metilacion del DNA y las enzimas modificadoras de histonas aumentan la
complejidad de la regulacidn epigenética de la expresién génica, que determina vy
mantiene la identidad y la funcion celular (Sharma et al., 2010).

1.6.3 miRNA
Los miRNA son RNA cortos enddgenos y especificos de cada tejido, de cadena sencilla
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y no codificantes, miden de 18 a 24 bases de longitud y son importantes reguladores de
la expresidon y controlan diversos procesos celulares como la proliferacién celular, la
apoptosis y la diferenciacion. EI miRNA se une a secuencias complementarias en los
extremos 3’ del mMRNA. Realizan sus funciones afectando la estabilidad o la eficiencia
de la traduccion del mRNA blanco y pueden ser regulados por mecanismos
epigenéticos y ellos mismos modular mecanismos de regulacién genética. Cuando se
une con complementariedad parcial funcionan como represores traduccionales,
mientras que una complementariedad perfecta induce la degradacion del mRNA blanco
(Sharma et al., 2010; Chin et al., 2011)

1.6.4 Posicionamiento nucleosémico

Los nucleosomas regulan la expresion génica alterando el acceso de factores de
transcripcion a secuencias reguladoras en el DNA. Las regiones libres de nucleosomas
(NFR, por sus siglas en inglés) se presentan en los extremos 5 y 3’ de los genes y
proveen los sitios para el ensamble y desensamble de la maquinaria de transcripcion.
La modulacién de las NFR esta orquestada por complejos remodeladores de la
cromatina dependientes de ATP que modifican el acceso a los sitios reguladores en el
DNA ya sea deslizando el nucleosoma o expulsandolo. La interaccion entre la
magquinaria de remodelamiento de nucleosomas con la metilacion del DNA y las
modificaciones de histonas juega un papel importante en el establecimiento de los
patrones globales de expresidon y de arquitectura de la cromatina (Sharma et al., 2010;
Portela y Esteller 2010).

1.7 EPIGENETICA Y CANCER DE PROSTATA

El epigenoma del cancer se caracteriza por cambios globales en los patrones de
metilacion del DNA y de las modificaciones de histonas, asi como en perfiles alterados
de expresion de enzimas que modifican la cromatina. Estos cambios resultan en una
desregulacion global de los perfiles de expresion génica llevando al desarrollo y
progresion de los estados de enfermedad. Las alteraciones epigenéticas son de los
primeros cambios identificados en los diferentes tipos de cancer, son heredables y son
seleccionadas en una poblacion creciente al conferir ventajas de crecimiento a las

células tumorales (Sharma et al, 2010). Las alteraciones en la metilacién
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probablemente sean un proceso progresivo, en contraste con la repentina aparicidén de

una mutacion (Esteller, 2002).

El contenido de metilacion del DNA y sus patrones alterados han demostrado ser un
cambio epigenético temprano e importante asociado con la tumorigénesis. El
epigenoma del cancer, comparado con sus contrapartes normales, se caracteriza por
hipermetilacion especifica en ciertos sitios de islas CpG en promotores y por
hipometilacién a lo largo del genoma (Wu y Ho, 2004; Li et al., 2004; Gopalakrishnan et
al., 2008; Ehrlich, 2009; Sharma et al., 2010)

La hipermetilacion del DNA contribuye a la tumorigénesis por medio del silenciamiento
de genes supresores de tumor. Esta alteracion se encuentra virtualmente en todos los
tipos de neoplasias, aunque los genes que son inactivados difieren cuando se
comparan entre diferentes tipos de cancer (Li et al., 2004). Estos genes pueden estar
involucrados en procesos celulares importantes para la iniciacién, desarrollo, progresiéon
y metastasis del cancer y en ciertas vias como la reparacion del DNA, el control del
ciclo celular, adhesion celular, metabolismo de carcindgenos, resistencia a farmacos,
regulacion de vias de sefializacion, apoptosis y angiogénesis (Rakyan et al., 2001;
Esteller, 2002; Cheung, 2009; Portela y Esteller, 2010; Sharma et al., 2010; Tsai y
Baylin, 2011). Las islas CpG en promotores generalmente se encuentran desmetiladas
en células normales, pero se vuelven anormalmente hipermetiladas en células de
cancer, lo cual se asocia con silenciamiento transcripcional (Wu y Ho, 2004). Esta
hipermetilacion no solo afecta la expresion de genes que codifican para proteinas, sino
también la de varios RNA no codificantes, algunos de los cuales tienen un papel en la
transformacion maligna (Jones y Baylin, 2002; Barros y Offenbacher, 2009). Estudios
del metiloma del DNA de genoma completo muestran también alteraciones en la
metilacion del DNA en el cuerpo de genes y en la orilla de las islas CpG (Portela y
Esteller, 2010; Dawson y Kouzarides, 2012). Parece ser que la metilacion en
promotores no conlleva a una transcripcion reprimida hasta que las proteinas de la
cromatina son reclutadas hacia estas regiones. Algunas explicaciones de la
propagacion de la metilacion de novo de islas CpG en cancer pueden ser que: (1) la
compartamentalizacion del genoma en eucromatina y heterocromatina, y en
componentes metilados y desmetilados, se rompa durante la carcinogénesis para
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permitir que ocurra la propagacion de la heterocromatina (Jones y Baylin, 2002); (2) la
metilacion del DNA en cancer se propaga a partir de centros de metilacion normal que
rodean la isla CpG desmetilada, como secuencias Alu; (3) ocurra una falla en la funcién
de la proteina CTCF, que normalmente mantiene regiones libres de metilaciéon del DNA.
Aunado a esto, se sabe también que hay un aumento en la actividad de las DNMT. El
hecho de que ciertas islas CpG se hipermetilen y otras no puede depender de si esto
confiere una ventaja selectiva para la supervivencia de esa célula en particular (Esteller,
2002; Portela y Esteller, 2010) o de que la hipermetilacion resulte de la seleccion de
blancos aberrantes por parte de las DNMT y/o a que ciertas regiones posean ciertas
caracteristicas que los hacen mejores sustratos para una metilacién del DNA de novo
(McCabe et al., 2009).

La hipometilacién global del DNA es uno de los cambios mas tempranos que se
observa comunmente en células malignas, comparada con células normales, y juega un
papel importante en la tumorigénesis. Ocurre en secuencias repetitivas,
retrotransposones, promotores de genes normalmente silenciados, DNA centromérico,
intrones y cuerpos génicos, donde se encuentra la mayor parte de la 5meC; lo anterior
conlleva a una inestabilidad gendomica promoviendo rearreglos cromosémicos y una
descondensacion de la cromatina en conformaciones que permiten la recombinacién
(Yegnasubramanian et al., 2008). La hipometilacion del DNA de retrotransposones
puede resultar en su activacion y traslocacion a otras regiones genémicas aumentando
la inestabilidad gendmica. Otros mecanismos asociados son la pérdida de la impronta y
la activacion de oncogenes (Rakyan et al., 2001; Gopalakrishnan et al., 2008; McCabe
et al, 2009; Ehrlich, 2009; Cheung, 2009; Portela y Esteller, 2010; Sharma et al., 2010;
Hamilton, 2011; Tsai y Baylin, 2011).

La naturaleza reversible de los cambios epigenéticos —a diferencia de los cambios
genéticos que son irreversibles-, y en particular de los que ocurren en cancer, ha
llevado a la idea de desarrollar una terapia epigenética. La 5-aza-2’-deoxicitidina, un
farmaco que lleva a la inhibicién de la metilacion del DNA, fue de los primeros farmacos
en desarrollarse como agente quimioterapéutico, y se usa sobre todo en neoplasias
hematologicas. Sin embargo, aun se encuentran en fases clinicas ya que por su falta de
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especificidad pueden provocar efectos adversos (Ehrlich, 2009; Sharma et al., 2010;
Esteller, 2011).

El hecho de que la metilacién de novo de islas CpG ocurra en etapas tempranas del
proceso de carcinogénesis, de que puede ser detectada incluso en células
aparentemente normales, y de que el perfil de hipermetilacion de islas CpG varia de
acuerdo a cada tipo de tumor, puede convertir a estas alteraciones en buenos
marcadores para la evaluaciéon del riesgo a padecer cancer, detecciéon temprana,
prondstico, estratificacion y prediccion de respuesta al tratamiento. Una ventaja sobre
los marcadores genéticos es que las mutaciones pueden ocurrir en multiples sitios y
pueden ser de tipos diferentes, mientras que la hipermetilacion de promotores ocurre
dentro de las mismas regiones de un gen en cada forma de cancer. Ademas, estas
marcas son mas estables que el RNA o proteinas. El uso de pequefos paneles de
marcadores de hipermetilacion puede llevar al desarrollo de poderosas estrategias
moleculares para la deteccion de cancer (Jones y Baylin, 2002; Esteller, 2002; Portela y
Esteller, 2010), utilizando técnicas rapidas, faciles y sensibles. También se pueden
detectar promotores hipermetilados en DNA en suero y en diferentes fluidos con
procedimientos poco o minimamente invasivos (Esteller, 2002; Bastian et al., 2004; Li et
al., 2004; Tsai y Baylin, 2011; Knudsen y Kelly, 2011; Esteller, 2011)

1.7.1 Alteraciones de la metilacion del DNA en cancer de préstata

Los cambios epigenéticos también juegan un papel critico en la génesis y progresion
del CaP. Varias secuencias reguladoras en islas CpG en promotores han sido
identificadas como hipermetiladas en tumores de préstata, resultando en el
silenciamiento de genes que codifican para proteinas que participan en procesos
celulares criticos y/o que tienen actividad de supresores de tumores. Algunas vias que
pueden ser silenciadas en este tipo de cancer son: la reparacion del DNA, respuestas
hormonales, metastasis y control del ciclo celular. Lo anterior contribuye asi a la
invasividad y al surgimiento del fenotipo CaP Al. Algunos cambios en la metilacion del
DNA ocurren en etapas tempranas durante la progresién del tumor junto con multiples
procesos de la carcinogénesis de la prostata y pueden correlacionanse con el grado
patologico o etapa clinica del CaP (Li ef al., 2004).
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El primer estudio de hipermetilacion de islas CpG en CaP encontré una hipermetilacion
significativa en el promotor del gen GSTP1 en 90% de los tumores examinados (Nelson
et al., 2009) y que es casi exclusivamente observable en CaP (Esteller, 2011), sin que
se observen estos cambios de metilacion en epitelio normal prostatico. Al evaluar
también la metilacion de otro gen que también se sabe que se hipermetila en CaP, el
APC, la sensibilidad para detectar CaP es muy cercana al 100% (Cooper, 2009).
Algunos genes también tienen un patron de metilacion del DNA alterado en HPB, otra
patologia de la préstata con caracteristicas clinicas muy similares. En CaP, estos
cambios también pueden correlacionarse con la progresion del tumor (Bastian et al.,
2004; Cooper, 2009).

La hipometilacion del DNA generalizada también ocurre en CaP. Se observa debido a la
metilacién disminuida de las abundantes secuencias repetitivas que normalmente estan
metiladas, lo que se asocia con altas tasas de inestabilidad genomica (Albany et al.,
2011). Sin embargo, en CaP la reduccion de la 5meC total es rara en cancer primario
pero frecuente en los metastasicos. Esto sugiere que en CaP la hipometilacion ocurre
tardiamente y es probable que no esté involucrada en la iniciacion del CaP, sino en la
formacion y propagacion de metastasis. De igual manera, se ha observado que la
hipometilacibn no ocurre de manera homogénea a lo largo del genoma

(Yegnasubramanian et al., 2008)

Hay estudios con ensayos de alta resolucion que analizan cambios estructurales y
epigenéticos, sobre todo de metilacion del DNA, en CaP Al. Estructuralmente, se
observan amplificaciones del AR y deleciones de PTEN. En el contexto epigenético se
observa que el CaP Al esta ligeramente hipermetilado comparado con el tejido benigno.
Esta hipermetilacidén ocurre en ciertos loci de CpG, dentro y fuera del contexto de islas
CpG. Si el CaP Al esta globalmente hipo- o hipermetilado comparado con tumores mas
tempranos no se establecio en este estudio (Friedlander et al., 2012).

Wu y Ho en 2004, mediante la técnica de MSRF, que permite identificar zonas con
metilacién del DNA variable, identificaron que el promotor de PMP24 —una proteina de
membrana peroxisomal- esta diferencialmente metilado entre la linea celular LNCaP —
dependiente de androgenos- y LNCaP con un fenotipo Al, siendo la metilacion del DNA
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mayor en la linea Al y que se correlaciona con una expresion disminuida del gen. La
transfeccion de PMP24 a LNCaP Al o a PC3 (que es independiente de andrégenos)
causa una reduccion en el crecimiento celular, apoyando el papel de la metilacion del

DNA del gen PMP24 en la Al como un medio para obtener una ventaja de crecimiento.

Con el objetivo de encontrar nuevos genes cuyo estado de metilacién del DNA fuera
diferente entre las etapas AD y Al, Rodriguez-Dorantes et al. (articulo en preparacion),
utilizaron de igual manera la técnica de MSRF a partir de un modelo in vivo descrito por
Sadar y colaboradores en 2002 para obtener muestras de células LNCaP y LNCaP Al.
Dicho modelo consiste en el uso de fibrillas huecas que permite obtener células de CaP
durante varias etapas de la progresion hacia la independencia de androgenos
insertadas en ratones macho que fueron castrados, con la ventaja de que no hay
contaminaciéon con las células del hospedero. Al analizar el DNA obtenido a partir de
estas lineas celulares que crecieron dentro del raton, se encontr6 que una de las
regiones con hipermetilacion del ADN en la etapa Al corresponde a parte del exon 2 del
gen VIAAT, por lo que actualmente el interés reside en determinar si estos cambios en
la metilacién del DNA ocurren también en la region promotora de dicho gen y si hay una

correlacion con la expresion génica.

1.8 EL GEN VIAAT Y LA ViA GABAERGICA

El gen VIAAT (Vesicular Inhibitory Amino Acid Transporter) o SLC32A1, es el
encargado de transportar neurotransmisores inhibitorios, acido y-aminobutirico (GABA)
o glicina, a vesiculas sinapticas en el sistema nervioso central (SNC) (Figura 14). Esta
presente intracelularmente en las vesiculas de neuronas glicinérgicas o GABAérgicas.
Comparte cerca de 99% de identidad con la secuencia de la proteina de rata. Las
regiones que flanquean el extremo 5 en los genes VIAAT de humano y de ratén
muestran una gran similitud, sugiriendo la presencia de elementos reguladores similares
para la expresion de este gen. Las secuencias de los elementos reguladores para la
unidn de factores de transcripcion como SP1 y EGR-1 en los promotores de VIAAT de
humano y ratdn son casi idénticos. Los motivos de SP1 son necesarios para la actividad
del promotor de VIAAT, el cual pertenece a la clase de promotores ricos en CpG sin
caja TATA, por lo que SP1 es importante para aumentar la expresion de este tipo de
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genes. La region promotora parece interactuar con secuencias regulatorias distribuidas
a lo largo de la region gendmica que rodea el gen (Chessler et al., 2002; Ebihara et al.,
2003; Oh et al., 2005; Juge et al., 2009).

GABA,
glicina

GABA, CI
glicina

Figura 14. Funciéon de VIAAT. Las vesiculas secretoras sinapticas estan cargadas positivamente y
acidificadas por una H'-ATPasa electrogénica y por un canal de cloruro que provee la derivacién eléctrica
para un eficiente bombeo de protones. VIAAT intercambia protones vesiculares por GABA o glicina del
citosol para su almacenamiento y posterior secrecion en las terminales nerviosas (Modificado de Gasnier,
2004).

La liberacidon de neurotransmisores por terminales nerviosas requiere su previa
acumulacion en vesiculas sinapticas, por lo que VIAAT es una proteina clave para la
funcidén del sistema nervioso en mamiferos. El gen VIAAT es muy compacto, abarca
cerca de 5kb en humano y en raton y se encuentra en el locus 20911.23. Esta
organizado en 2 exones que codifican para una proteina de 525 aminoacidos, las
cuales forman un dominio N-terminal largo e hidrofilico y un centro con 10-11 a-hélices
transmembranales. Por RT-PCR, no se han identificado variantes creadas por corte y
empalme. La traslocaciéon de los neurotransmisores desde el citosol hacia vesiculas
sinapticas la realiza a cambio de H* ya que las vesiculas secretoras estan acidificadas
por una H*-ATPasa de tipo vacuolar que provee la fuerza necesaria para la captura del
neurotransmisor, permitiendo el transporte activo por la actividad antiporte de VIAAT en
contra del gradiente de concentracion de los neurotransmisores y su posterior liberaciéon
por exocitosis de las terminales nerviosas (Figura 14) (Bedet et al., 2000; Chessler et
al., 2002; Gasnier, 2004; Schidth et al., 2013).
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Ademas del transporte vesicular de aminoacidos inhibitorios no hay otras funciones
asignadas a VIAAT, y hay muy poca expresion fuera del SNC en humanos (Schiéth et
al., 2013). En rata y ratén se encuentra expresado en todas las partes del cerebro y en
la médula espinal, pero también en ojo y en bajos niveles en el musculo esquelético,
higado, bazo, timo y en sangre (Sundberg et al., 2008), asi como en la glandula pineal y
pituitaria, islotes pancreaticos y testiculos, aunque en niveles mas bajos (Figura 15)
(Bedet et al., 2000; Ebihara et al., 2003; Suckow et al., 2006).
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Figura 15. Expresion de VIAAT en diferentes 6rganos de rata. Expresion relativa del mRNA de VIAAT
0 SLC32A1 en diversos 6rganos de rata. La primera columna consiste en un control contra el que se
normalizé correspondiente a DNA gendmico. Las abreviaturas I-VII indican los cortes coronales
realizados y evaluados del cerebro de la rata. Las siguientes columnas pertenecen a: tallo cerebral,
cerebelo, corteza prefrontal, corteza, hipotadlamo, hipocampo, pituitaria, ojo, médula espinal, glandula
adrenal, musculo esquelético, tejido adiposo, corazén, rifidén, higado, pulmén, bazo, timo, estémago,
utero, testiculos, intestino, sangre, piel, epididimo y bulbo olfatorio. Se observa que este gen se expresa
principalmente en SNC, en médula espinal y en el 0jo; y en menores proporciones se expresa en sangre,
timo, bazo, higado y musculo (Sundberg et al., 2008).
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GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC. Es sintetizado a partir del
glutamato por la enzima acido glutamico descarboxilasa, GAD, y es degradado por una
transaminasa. Este neurotransmisor ejerce su funcion a través de la activacion de
receptores especificos que se expresan a lo largo del SNC. GABAA es un receptor
ionotropico dependiente de ligando que activa canales de cloruro, produciendo una
despolarizacion en neuronas, disminuyendo su actividad; y GABAg es un receptor
metabotropico, que ejerce su funcidn a través de proteinas G (Figura 16) (Gladkevich et
al., 2006).

Neurona
presinaptica
s - a a :’34 BA
GABAA-R GABAs-R )
Neurona
postsinaptica

Figura 16. Componentes del sistema GABAérgico. GABA: acido y-aminobutirico; GABAs-R: receptor
GABA,; GABAg-R: receptor GABAg; GLU: glutamato; GAD: &cido glutamico descarboxilasa; VIAAT:

transportador vesicular de aminoacidos inhibitorios (Modificado de Cherlyn et al., 2010).

GABA también posee efectos en otro tipo de tejidos no neuronales, principalmente en la
regulacion de funciones endocrinas. GABA se ha identificado en muchos o6rganos
endocrinos, como la hipdfisis, pancreas, testiculos, tracto gastrointestinal, ovarios,
placenta, utero y meédula adrenal. EI GABA periférico puede actuar como un
neurotransmisor o un neuromodulador del sistema nervioso autbnomo o como una
hormona en tejido no neuronal (Gladkevich et al., 2006). GABA controla la secrecion en
diferentes &rganos periféricos, actua como una sefial de desarrollo en tejidos
regenerativos del embrion y del adulto, regula la division celular y afecta Ila
diferenciacion y maduracion de células humanas (Azuma et al., 2003). En la corteza
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adrenal de la rata, GABA influye en la esteroidogénesis y en testiculo estimula la
produccion de testosterona por las células de Leydig y puede estar involucrado en la
espermatogénesis (Gladkevich et al., 2006). También en cancer ha surgido como una
molécula de sefalizacién que controla la proliferacion del tumor. GABA, GAD, GABAA,,
GABAg, transaminasa y transportadores vesiculares no sélo se expresan en SNC sino
también en érganos periféricos, y se ha observado que la expresion de GABA y de GAD
aumenta significativamente en tejidos neoplasicos, incluyendo CaP (Azuma et al., 2003;
Young y Bordey, 2009; Schuller y Al-Wadei, 2010). La activacion del receptor GABAg
puede tener comunicacion cruzada entre las proteinas G y receptores con cinasas de
tirosina, las cuales promueven el desarrollo y proliferacion de muchos tipos de cancer,
mientras que la activacion de GABAA aumenta el Ca®" intracelular, lo que puede activar
varias vias de sefalizacion (Watanabe et al., 20006).

En CaP se ha visto que pacientes con metastasis tienen niveles mas altos de GABA y
GAD comparados con los que no tienen metastasis y con aquéllos con HBP. Ha sido
demostrado que GABA, mediante GABA,, regula la proliferacién del CaP y que es un
factor que promueve la metastasis, por lo que estas moléculas podrian funcionar como
marcadores para el prondstico de la enfermedad y como posibles blancos terapéuticos
(Azuma et al., 2003; Young y Bordey, 2009).
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2. JUSTIFICACION

El cancer de préstata es una enfermedad que muestra una alta tasa de incidencia y de
mortalidad en todo el mundo. En México se encuentra en el primer lugar de incidencia y
mortalidad por cancer en hombres mayores de 20 afios. A la fecha, se desconocen los
mecanismos moleculares precisos que dirigen la iniciacion y la progresion de este tipo
de cancer. De particular importancia es el entendimiento de los mecanismos que dirigen
la transicion de la etapa inicial dependiente de androgenos, potencialmente tratable,
hacia una etapa independiente de androgenos, para la cual no hay un tratamiento
efectivo y hacia la que progresan la gran mayoria de los pacientes. Para resolver este
problema se han realizado estudios que intentan explicar esta transicion por
mecanismos genéticos y, mas recientemente, por mecanismos epigenéticos como la
metilaciéon del DNA. En cancer de préstata, como en otros tipos de cancer, se han
descrito genes que sufren hipermetilacion de la isla CpG en su region promotora, la cual
puede deberse a que el silenciamiento provee algun tipo de ventaja selectiva al tumor o
como consecuencia de la desregulacion de los mecanismos epigenéticos en general. La
evaluacion de los patrones de metilacion del DNA puede servir para diferenciar la etapa
en la que se encuentra el tumor y para brindar un diagndstico mas preciso, menos
invasivo y un pronéstico. De igual manera, el estudio de estos cambios puede
proporcionar informacion valiosa que contribuya a comprender la relacion entre las

alteraciones en la metilacion del DNA y el cancer de prostata.

3. HIPOTESIS

Dado que hay evidencia de que los mecanismos epigenéticos se encuentran
desregulados en la iniciacion del cancer de prostata y en la progresion hacia la
independencia de androgenos, especialmente por la hipermetilacion de las islas CpG en
los promotores de algunos genes, es posible que los patrones de metilacion de la isla
CpG en la regidn promotora del gen VIAAT muestren una metilacion del DNA diferencial
entre las lineas celulares NPrEC, LNCaP y PC3, que representan diferentes etapas

clinicas de la enfermedad.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

» Determinar los patrones de metilacion del DNA en una zona determinada de la
region promotora del gen VIAAT en las lineas celulares NPrEC, LNCaP y PC3 y

su relacion con la expresion génica.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar la expresion del gen VIAAT en condiciones normales en las lineas
celulares NPreC, LNCaP y PC3.

» Realizar un tratamiento con el farmaco desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina
(5azadC) en las lineas celulares LNCaP y PC3 y determinar la expresion del gen
VIAAT y la de algunos miembros de la familia SFRP (SFRP2, SFRP3 y SFRPS5),
como control de tratamiento.

» Analizar los porcentajes y patrones de metilacion del DNA obtenidos a partir de la

secuenciacion de la region de interés y relacionarla con la expresion del gen

VIAAT.
5. MATERIALES Y METODOS
. Obtencién de los
Cultivo celular de Ext ién d S iacié
NPrEC, LNCaP y PC3 | ——") |  DNA | =—"> | con bisulfito | —— | Patrones de
@ (_ correlacionar = @
Tratamientos con 5- ':"> Extraccién de ':\'> gRT-PCR ':1') Obtencién de la
aza-2'-deoxicitidina RNA expresién del
a LNCaP y PC3 mRNA

Figura 17. Diagrama de flujo del protocolo experimental. Esquema que muestra resumido el

procedimiento experimental a desarrollar.
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Cultivo Celular. Se utilizaron las lineas celulares NPrEC (Lonza), LNCaP y PC3
(ATCC) (Tabla 1). Se sembraron en una caja de Petri de plastico de 100x15mm vy, al
llegar a una confluencia del 100%, fueron tripsinizadas y el boton celular se colectd para
la extracciéon de DNA. Aparte, de LNCaP y de PC3 se sembraron 1x10° y 4x10* células,
respectivamente (=20% de confluencia), en 4 cajas de Petri de plastico de 60x15mm
para los tratamientos con 5azadC y la posterior extraccion de RNA.

Tabla 1. Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas.

Linea
Caracteristicas Medio de Cultivo
Celular
NPrEC | Células epiteliales normales de préstata humana. PrEGM™
Célula de cancer de prostata aislada de metastasis a nédulo
_ RPMI + 10% de
LNCaP | linfatico supraventricular. Posee AR y es dependiente de )
suero fetal bovino.
androgenos.
PC3 Célula de cancer de prostata obtenida a partir de metastasis | DMEM + 10% de
a hueso. No expresa AR y es independiente de andrégenos. | suero fetal bovino.

La informacion se obtuvo de los proveedores, Lonza para NPrEC y ATCC para LNCaP y PC3.

Tratamiento con 5-aza-2’-deoxicitidina. Se realizé una curva de concentraciones de
5azadC en las lineas celulares LNCaP y PC3 de acuerdo a protocolos previamente
publicados (Wu y Ho, 2004), utilizando las concentraciones de 0.5 yM, 1.0 yM y 5.0 yM
y el vehiculo (H20). El dia en el que las células fueron sembradas se consideré como el
dia 0, y los tratamientos, que incluian reposicion de medio, se llevaron a cabo los dias
1, 3 y 5. La recoleccion de RNA, previo conteo celular, se llevo a cabo el dia 6 (Tabla
2).

Tabla 2. Esquema de tratamiento con 5-aza-2’-deoxicitidina.

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Siembra de | Reposicion de Reposicion de Reposicion de Conteo
las células medio y medio y medio y celulary
en las cajas primera ) segunda ) tercera extraccion

de Petri. administracion. administracion. administracion. de RNA.

El tratamiento se realiz6 en las lineas celulares LNCaP y PC3.
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Conteo de células. El conteo se llevdo a cabo mediante el uso de una camara de
Neubauer y azul tripano como colorante vital. Se obtenia el promedio del conteo de las
células vivas en los cuatro cuadrantes, el resultado se multiplicaba por 2 500 y por el
inverso del factor de dilucion utilizado.

Extraccion de RNA. Se utilizé el kit RNeasy Mini Kit (QIAGEN) siguiendo el protocolo

del fabricante.

PCR en tiempo real. A partir de 4 ug de RNA extraido se utilizé la enzima
SuperScript™ |l Reverse Transcriptase (RT) de Invitrogen de acuerdo al protocolo del
fabricante. Posteriormente, se evaluo la expresion relativa del gen VIAAT y de SFRP2,
SFRP3y SFRP5 en relacidn al gen GAPDH mediante el uso de sondas TagMan® vy el
uso del método de 22, en un equipo de tiempo real ViiA™ 7 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems®).

Extraccion de DNA. A partir de un boton celular de las lineas NPrEC, LNCaP y PC3 sin
tratar se utilizo el kit QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) para la extraccion de DNA.

Tratamiento con bisulfito de sodio: Se utilizaron 2 ug del DNA extraido y se utiliz6 el
kit EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo Research).

Disefio de primers para el analisis de metilacion. Para obtener la secuencia de los
primers, se utilizé el programa en linea MethPrimer con la secuencia del gen VIAAT
obtenida del Genome Browser abarcando desde el sitio de inicio de la transcripcidon
hasta 1 200 pares de bases (pb) previas hacia el extremo 5’ (ver Anexo).

Tabla 3. Condiciones para la amplificacion del amplicon deseado.

Primers para el andlisis metilacion en la isla CpG de la region promotora del gen VIAAT

. . Tamaiio del T. | Ciclos Numero de
Primer Secuencia (5’-3’) L
amplicon (pb) | (°C) | de PCR CpG
Forward | AGTTTAAGTTTTTATAGTTTGGAGG
360 50 45 33
Reverse | AAACTCAACCTCAAACTCAATCAC

T, es la temperatura de alineamiento que se utilizé para la PCR.
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PCR para obtener el fragmento a analizar. Previa estandarizacion de las condiciones
ideales para esta reaccion (Tabla 3), se amplifico la regidn de interés del DNA tratado
con bisulfito de sodio utilizando la enzima HotStarTag DNA Polymerase (QIAGEN) de
acuerdo al protocolo del fabricante. Para la visualizacién del fragmento de interés, se
realizo un corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed ™.

Extraccion de DNA del gel de agarosa. El gel se visualizé en un transiluminador de
luz UV y se corté con un bisturi la banda que aparecia con la longitud deseada y se
purifico utilizando el kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) siguiendo

el protocolo del fabricante.

Clonacién del fragmento de DNA. Las dos fases que corresponden a este paso se
llevaron a cabo utilizando el kit pGEM®-T Easy Vector System Il (Promega). Para la
ligacion se utilizaron 20 ng de DNA, cantidad obtenida a partir de la formula
proporcionada por el fabricante, y se dejo la reaccion en refrigeracion toda la noche.
Para la transformacion se utilizaron las células competentes que acompafan el kit y se
realizé de acuerdo al protocolo del fabricante. El vector de clonacion posee un marcador
de seleccidén, produciendo colonias blancas que indican la incorporacion del inserto en
el vector, y colonias azules que indican que el vector no contiene el inserto. Las placas
con agar donde se siembran las bacterias contienen X-Gal, un sustrato de la [3-
galactosidasa que, al ser hidrolizado, produce un compuesto que en contacto con el aire
presenta un intenso color azul, pero en un vector con el inserto se interrumpe la
secuencia codificante de la B-galactosidasa (Promega, 2010). Las colonias blancas en
las que fuera verificado por PCR que contenian el inserto de interés fueron incubadas
en tubos Falcon de 15mL con 5mL de medio LB Broth Base (Invitrogen) a 37 °C durante

24 horas con agitacion.

PCR de validacién del inserto. Se tom6 una pequeha muestras de las colonias
positivas tras la transformacion y se colocaron en un tubo de 0.2 ml con 50 ul de una
dilucion 1:100 de Nonidet™ P-40, se calentaron a 95 °C por 5 minutos y luego 5
minutos en hielo. Se centrifugaron los tubos a maxima velocidad durante 5 minutos y el
sobrenadante fue utilizado como templado para la reaccion de PCR, utilizando los
primers del plasmido SP6 y T7 y la enzima Tag DNA Polymerase con ThermoPol®
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Buffer (New England Biolabs), previa estandarizacion de las condiciones. Se realizé un
corrimiento electroforético a 60 V en un gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de
etidio y se compararon las bandas obtenidas con el marcador de longitud en pares de
bases para asegurar que la colonia elegida contenia en el plasmido el fragmento de

interés.

Purificacion de plasmido. Siguiendo el protocolo del fabricante, se utilizd el kit
Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research) para la purificacion de plasmido de

todas las clonas verificadas con el inserto en el vector de clonacién incubadas.

Secuenciacién. Las muestras obtenidas de la purificacion del plasmido fueron
enviadas a Macrogen, Inc. en Corea para su secuenciacion con los primers SP6y T7.

Analisis de las secuencias. Se compararon los resultados de las secuencias con la
secuencia de referencia original del NCBI (ver Anexo) utilizando la plataforma de
analisis de metilacion de DNA en linea BDPC y el software BISMA.

Analisis estadistico. Se utilizo el programa estadistico Prism 5.0 para analizar si habia
diferencia significativa entre el numero de células en los diferentes tratamientos con
5azadC, para lo cual se realizo6 un ANOVA de medidas repetidas seguida de una
prueba de Tukey (valor a de 0.05).

6. RESULTADOS

6.1 CuLTIvO CELULAR

Al dia 6 del tratamiento se fotografiaron las células LNCaP. Posteriormente se realizo el
conteo y extraccion de RNA para experimentos posteriores. En la fotografia (Figura 18)
se pueden ver las células tras las diferentes concentraciones del farmaco desmetilante
5azadC y su efecto macroscopico sobre esta linea celular. Se aprecia un menor numero

de células a mayor concentracion del farmaco.
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Figura 18. Caracteristicas de las células LNCaP tratadas con 5-aza-2’-deoxicitidina. La fotografia se
tomd previamente al conteo y a la extraccion de RNA. Los recuadros corresponden a diferentes
concentraciones del farmaco desmetilante: a) Vehiculo (H,0O), b) 0.5 uM, ¢) 1.0 uM, d) 5.0 yM. En el
vehiculo hay un mayor niumero de células que en los tratamientos, lo que pone de manifiesto un caracter
citotéxico del farmaco.
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Figura 19. Efecto del tratamiento de 5-aza-2’-deoxicitidina sobre el nimero de células en LNCaP y
PC3. En las graficas de barras se muestra el porcentaje del conteo celular, tomando el conteo del control
como 100%. Se grafican los promedios de dos conteos independientes + DE. Se observa una
disminucion en el numero de células desde la mas baja concentracion de farmaco evaluada en ambas
lineas celulares, siendo las diferencias significativas y representadas con un (*) entre tratamientos y
control, y con un (**) entre los grupos (ANOVA de medidas repetidas, seguida de una prueba de Tukey,
valor de a de 0.05).
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Al microscopio se aprecian a simple vista cambios en el numero de células comparando
cada concentracion del farmaco contra el vehiculo sin que se observen cambios en la
morfologia de las células. De igual manera, se realizd el conteo celular utilizando la
camara de Neubauer para evaluar cuantitativamente el efecto del tratamiento sobre
LNCaP y sobre PC3 (Figura 19). El farmaco, independientemente de la linea celular en
la que se evaluo, ejercid un efecto citotoxico desde la concentracion mas baja, al

compararse con el grupo control.

6.2 EXPRESION DEL GEN VIAAT

Se evalu6 por gRT-PCR la expresion del gen VIAAT y de GAPDH en células NPrEC,
LNCaP y PC3 que no recibieron tratamiento. Sin embargo, no se observé amplificacion
de la sonda de VIAAT, mientras que la sonda del gen constitutivo GAPDH si mostro
amplificacion. Lo anterior puede indicar que la cantidad de mRNA del gen VIAAT era

muy baja en esas lineas celulares.

También se evalué por qRT-PCR la expresion de los genes VIAAT, SFRP2, SFRP3,
SFRP5 y GAPDH en las muestras obtenidas tras los tratamientos con 5azadC en las
lineas celulares LNCaP y PC3 (Figura 20).

La expresion relativa muestra que al aumentar la concentracion del farmaco también
aumenta la expresion del gen VIAAT en ambas lineas celulares de forma dependiente
de la concentracion y de manera mas marcada en LNCaP (con un aumento de 182,
1 017 y 7 068 veces para las concentraciones de 0.5 uyM, 1.0 yM y 5.0 uM;
respectivamente) (Figura 20a). La expresion en las células que recibieron unicamente
el vehiculo no pudo ser determinada en ninguna de las lineas celulares, por lo que se
considerd el maximo numero de ciclos en la qPCR (45) como el Ct. En PC3 hay un
ligero aumento en la expresion en la concentraciéon de 1.0 uM (de 6 veces), y en la
concentracion de 5.0 uM el aumento es de 386 veces (Figura 20b). Sin embargo, la
expresion en este ultimo punto no iguala a la que se observa en LNCaP, ya que es

mucho menor.
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Figura 20. qRT-PCR de los genes VIAAT, SFRP2, SFRP3y SFRP5 en LNCaP y PC3 tras los tratamientos con 5-aza-2’-deoxicitidina. a) VIAAT en
LNCaP. VIAAT aumenta su expresion a medida que aumenta la concentracion del farmaco; b) VIAAT en PC3. Hay un ligero aumento en la expresion de
VIAAT en 1.0 uM y un gran aumento en 5.0 uM; ¢) SFRP2, SFRP3 y SFRP5 en LNCaP. Hay aumento en la expresion al aumentar la concentracion de
farmaco; d) SFRP2, SFRP3 y SFRP5 en PC3. Hay un aumento en la expresion dependiente de la concentracién del farmaco. Los genes SFRP2,

SFRP3y SFRP5 fueron utilizados como control del tratamiento ya que un estudio previo (Perry et al., 2012) establecié que la expresion de estos genes

se restablece con el tratamiento con 5-aza-2’-deoxicitidina en lineas celulares de CaP. En todos los casos, se normalizé con respecto al valor obtenido
para el vehiculo y se grafican los promedios de las réplicas técnicas.
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Para los genes SFRP2, SFRP3 y SFRP5 se observa un aumento en la expresion
conforme aumenta la concentracién del farmaco para todos esos genes en ambas
lineas celulares (Figura 20c y 20d). En PC3, el comportamiento de la expresion de
SFRP2 es muy parecido al de VIAAT, ya que a 0.5 uM y a 1.0 uyM la expresion no
aumenta demasiado, pero a 5.0 yM aumenta de manera drastica (Figura 20b y 20d).
SFRP3 y SFRP5 también aumentan su expresion a mayor concentracion del farmaco
en la misma linea celular, aunque los valores son mayores en PC3 que en LNCaP, en
particular para SFRPS5 (Figura 20c y 20d).

Los genes de la familia SFRP se utilizaron unicamente como control del tratamiento con
5azadC, ya que recientemente se reporté que estos tres genes se encuentran
hipermetilados en cancer de prostata y que la regulacién de su expresion ocurre por
metilacion del DNA, demostrandolo de igual manera con tratamientos con este farmaco
y con el andlisis de sus patrones de metilacion (Perry et al., 2012). En general, se
observa que a mayor concentracion del farmaco hay una mayor expresion de cada gen
en LNCaP y en PC3, lo que concuerda con lo reportado en la literatura y lo que valida la

eficacia del tratamiento no sélo con un gen, sino con tres.

6.3 PATRONES DE METILACION EN LA REGION PROMOTORA DEL GEN VIAAT

Tras la reaccidn de PCR, en las condiciones previamente descritas, con el DNA de las
lineas celulares NPrEC, LNCaP y PC3, se obtuvo como producto las bandas que
corresponden al amplicon esperado de 360 pb (Figura 21), que corresponde a la
longitud del fragmento a analizar del promotor del gen VIAAT. Las bandas fueron
cortadas del gel de agarosa y purificadas para utilizar ese DNA en las reacciones
posteriores. Se observa que aunque para todos los casos se utilizé la misma cantidad
de templado en la PCR y se cargd la misma cantidad de muestra en el gel, se aprecian
diferentes intensidades que dependen de la linea celular, siendo menor para NPrEC vy
mayor para PC3. Estas diferencias pueden deberse a las condiciones particulares de

cada linea celular.
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Figura 21. Electroforesis de los productos de PCR para obtener el fragmento para el analisis de
metilacion del DNA. La reaccién de PCR se realizé por triplicado para obtener cantidad suficiente de
DNA para el analisis. El corrimiento electroforético se hizo en un gel de agarosa al 2% a 60 V y se tifid
con GelRed™. El amplicén tiene un tamano de 360 pb, por lo que la banda mas intensa obtenida en cada

carril corresponde al producto, aunque las bandas aparecen algo deformadas por la tincion con el
GelRed™.

Tras la reaccion de ligacion del inserto al vector de clonacion y la de transformacion
bacteriana, las colonias que se obtienen tras la incubacion pueden ser blancas
(positivas para la incorporacion del inserto) o azules (negativas) (Figura 22a). El
marcador de resistencia a ampicilina garantiza unicamente que las colonias que se
desarrollan poseen el vector de clonacion, con o sin inserto. La imagen muestra el
crecimiento de bacterias de la reaccion de control, donde se ve un gran numero de
colonias blancas y un pequefio numero de colonias azules, que es lo esperado. La
Figura 22b muestra un esquema del vector de clonacion y se puede observar que entre
las secuencias de T7 y el de SP6 es donde se introduce el inserto. Entre estos sitios
hay =140 pb y en una PCR que utilice primers que corresponden a estas secuencias es
posible determinar la ausencia o presencia del inserto de 360 pb, por lo que el producto
de PCR esperado deberia ser de =500 pb. De las reacciones de transformacion
bacteriana para las diferentes lineas celulares, se escogia el mayor numero posible de
colonias blancas tras la incubacion para evaluar por PCR la presencia o ausencia del
inserto (Figura 23). Las colonias que fueran confirmadas como positivas para el inserto
fueron las que se secuenciaron, previa propagacion en medio liquido y purificacion del
plasmido. Al final, se obtuvieron entre 15-16 colonias blancas y positivas para el inserto
de cada linea celular, ya que la mayoria de los articulos cientificos reportan los patrones
de metilacion del DNA de 10 clonas para asegurar una mayor representatividad.
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Figura 22. Resultado de la siembra de colonias tras la transformacién y esquema del vector de
clonacioén. a) Siembra del control para la reaccion de ligacion y transformacidn, donde se espera ver un
gran numero de colonias blancas y un pequefio nimero de colonias oscuras. b) Esquema del vector de
clonacion que muestras los sitios principales y su tamafio. La region Amp' es el marcador de seleccién
por resistencia a ampicilina. El inserto se introduce entre los sitios T7 y SP6 en la region lacZ, por los
extremos de timina que sobresalen, interrumpiendo la secuencia codificante de la B-galactosidasa y

produciendo colonias blancas.
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Figura 23. Electroforesis de los productos de PCR para confirmar la presencia del inserto. Imagen
representativa de las reacciones de PCR. El corrimiento electroforético se realiz6 en un gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio. Los diferentes carriles (1-14) corresponden a una colonia blanca
obtenida tras la transformacién bacteriana. El amplicon esperado es de =500 pb o mayor, el cual se
observa en los carriles 1-4, 6-8 y 11. Los carriles 5 y 14 muestran amplificacién de un fragmento de
menor tamafio al esperado, lo que puede indicar la recircularizacién del vector sin la introduccién del
inserto de interés, por lo que no fueron seleccionadas. Los carriles 9, 10 y 13 no muestran amplificacién
de ningun fragmento, por lo que fue necesario repetir la PCR porque lo esperado es ver minimo una

banda pequefia.
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Finalmente, las secuencias obtenidas fueron analizadas con el software BISMA para
obtener los patrones de metilacion del DNA. Los resultados de los analisis se muestran
en la Figura 24 y en la Figura 25, donde se aprecia que conforme progresa la
enfermedad, representado por las caracteristicas clinicas en las lineas celulares, hay
una ganancia en la metilacion del DNA a nivel general que va desde 1.5% en NPrEC, a
26.7% en LNCaP y llega hasta el 83.6% en PC3.

Sin embargo, la distribucion en el aumento de la metilacion del DNA no se da de
manera homogénea o al azar, sino que de los 33 CpG analizados algunos en particular
parecen tener cierta preferencia a permanecer desmetilados, mientras que algunos se
encuentran metilados unicamente en cancer y otros unicamente se encuentran
metilados en la linea independiente de androgenos. Ademas, la metilacion del DNA

parece ocurrir desde los extremos de la region hacia el centro.

CrG Porcentaje de metilacion del DNA
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Figura 24. Patrones de metilacion de la isla CpG en la regién promotora del gen VIAAT en NPrEC,

LNCaP y PC3. Esquemas obtenidos con el software en linea BDPC con los datos de 10 clonas. En el
esquema superior el color gris representa un dinucleétido CpG desmetilado y el negro un CpG metilado.
Se muestra la metilacion de cada CpG analizado y a la derecha el porcentaje de metilacion del DNA en
cada linea celular. El esquema inferior representa el promedio del porcentaje de metilacion de cada CpG
de acuerdo a la linea celular. Se observa una tendencia a la hipermetilacion del DNA en la region

analizada mientras se avanza hacia la independencia de androgenos.
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Figura 25. Representacion grafica de los patrones de metilacion de la isla CpG en la regién promotora del gen VIAAT en lineas celulares de
cancer de préstata. En la figura el rectangulo gris representa un dinucleétido CpG desmetilado y el negro representa un CpG metilado. Esta
representacion muestra una aproximacion de la localizacion espacial de los 33 dinucleétidos CpG analizados. Se puede apreciar que los CpG que

tienden a metilarse se encuentran cerca unos de otros y que algunos parecen menos propensos a ser metilados.
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Analizando las imagenes anteriores, se observan dinucleétidos CpG que pasan de estar
totalmente desmetilados a presentar 100% de metilacion entre algunas de las tres
condiciones clinicas representadas por las lineas celulares. Algunos ejemplos de este
caso son: el CpG 25 entre NPrEC y LNCaP; los CpG 1, 4, 5, 6, 12, 21, 24-31 entre
NPreEC y PC3; y los CpG 1y 30 entre LNCaP y PC3. Lo anterior muestra que el CpG 25
se encuentra totalmente metilado en ambas lineas de CaP, tanto en la AD como en la
Al. De igual manera, los CpG 1y 30 son los que cambian del 0% al 100% su metilacion
entre la linea celular AD y la Al.

Los CpG 4, 5 y 6 presentan un mayor porcentaje de metilacion en ambas lineas de
CaP, pero desmetilacion en NPrEC. Los CpG 9, 10, 21, 29 y 31 aumentan su porcentaje
de metilacion entre LNCaP y PC3. Los dinuclettidos 17-19 y 22 muestran muy baja o
nula metilacion en NPrEC y LNCaP, pero una mayor metilacion en PC3 (Tabla 4).

Tabla 4. Comparaciones entre lineas celulares y los CpG diferencialmente

metilados entre ellas.

» CpG con aumento en la metilacion del DNA
Comparacion
(en orden descendente)

NPreC con LNCaP 25,5,4
NPreC con PC3 (1,4,5,6,12, 21, 24-31), 22, 19, 17, 22, 18
LNCaP con PC3 (1, 30), (9, 21, 29, 31), 10

Existen algunos dinucledtidos CpG en la regidon analizada que permiten diferenciar a una linea celular o a
la caracteristica patolégica que representan. En esta tabla se encuentran enlistados descendentemente
de acuerdo al aumento total en la metilacion de su DNA. Los paréntesis crean un grupo que contiene el

mismo aumento en el nivel de metilacion.

Con respecto a la ubicacion espacial, se observa que la tendencia de los CpG a ser
metilados en las diferentes lineas celulares tiende a ocurrir en los extremos 5’ y 3’, con
una tendencia a conservar la desmetilacion normalmente presente en la zona central,
en la que los dinucleétidos CpG se encuentran mas separados unos de otros, mientras
que los que se encuentran mas cercanos entre si tienen tendencia a metilarse (Figura
25).
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En resumen, hay ciertos CpG que permiten diferenciar una condicidén patolégica de CaP
de otra (Figura 26). Diecinueve de estos 33 CpG analizados permiten diferenciar a
NPrEC de PC3, aunque tres de éstos también los comparte con LNCaP, pero implica
una metilacion diferencial entre una condicién normal y cancer. Hay siete CpG que
permiten diferenciar a LNCaP, una linea celular dependiente de androgenos, de PC3,
que muestra caracteristicas de independencia de andrégenos. La importancia de esto
radica en el hecho de que mediante la identificacién de CpG diferencialmente metilados
entre etapas clinicas de la enfermedad es posible usar estos datos en la creacién de un
marcador que contibuya a un mejor diagnostico, ademas de que brinda informacién
sobre los mecanismos moleculares que se encuentran alterados en el desarrollo de la

enfermedad.

NPFEC

LNCa> R(E3

7
Figura 26. Namero de CpG diferencialmente metilados entre NPrEC, LNCaP y PC3. Diecinueve CpG
muestran metilacion diferencial entre PC3 y NPrEC, de los cuales comparte tres también con LNCaP, lo
que indica que estos diecinueve CpG se encuentran diferencialmente metilados entre cancer y una
condicion normal. Siete CpG muestran metilacion diferencial entre LNCaP y PC3, o entre una etapa de

dependencia de andrégenos y una etapa independiente de andrégenos.
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7. DISCUSION

7.1 EXPRESION DEL GEN VIAAT EN LINEAS CELULARES TRATADAS CON 5-AzA-2’-

DEOXICITIDINA

Para determinar si la regulacién de la expresion del gen VIAAT se debe al estado de
metilacion del DNA en la isla CpG de su regién promotora, se realizaron tratamientos en
lineas celulares de CaP con diferentes concentraciones del farmaco desmetilante
5azadC. En un articulo publicado en el 2004, Wu y Ho establecieron un esquema de
tratamiento en lineas celulares de CaP que se usé como referencia para el desarrollo
de este trabajo. En dicho articulo la concentracion maxima evaluada del farmaco fue de
0.75 uM, la cual restableci6 la expresion del gen que analizaban en su estudio. Sin
embargo, ya que VIAAT es un gen que se sabe que se expresa muy poco fuera del
SNC y del cual no hay muchos estudios en humanos sobre su expresion en diferentes
tejidos, se decidio realizar el tratamiento en lineas celulares de CaP iniciando con una
curva de concentraciones del farmaco que abarcé desde 0.5 uyM hasta 5.0 yM para

determinar la condicién Optima en la que se pudiera observar un cambio significativo.

La 5azadC es un farmaco que promueve la desmetilacion global del DNA a nivel
genomico mediante la inhibicion de las DNMT. Esta hipometilacion generalizada del
DNA esta relacionada con la citotoxicidad de la 5azadC (Christman, 2002). Por lo tanto,
también se evalu6 cuantitativamente el efecto de las diferentes concentraciones de esta
molécula utilizadas sobre el numero de células viables al final del tratamiento, ya que la
concentracion a evaluar de 5.0 yM es mucho mas alta que la utilizada por Wu y Ho. La
cuantificacion de las células, entonces, se realiz6 para observar si alguna concentracion
de 5azadC poseia un efecto citotdxico considerable que no permitiera obtener, al final
del tratamiento, un numero de células adecuado para obtener la cantidad de RNA
necesario para las reacciones de qRT-PCR posteriores y que ésta fuera consistente
entre los tratamientos. Al efectuar el conteo celular, se demostré que la 5azadC si

posee un efecto citotoxico en las lineas celulares evaluadas, ya que al comparar al

52



DiscusiON

grupo control contra los grupos que recibieron alguna concentracién del farmaco se
aprecia una disminucion en el numero de células viables totales. Sin embargo, entre las
diferentes concentraciones evaluadas y entre lineas celulares, la viabilidad permanecia
relativamente constante. En el caso de LNCaP con 5.0 yM de 5azadC fue donde se
observd un mayor efecto citotoxico (Figura 19). Al cuantificar los RNA obtenidos de las
células correspondientes a cada una de las concentraciones del farmaco se observo
que la cantidad obtenida si era la suficiente en todos los tratamientos para la reaccién
de sintesis del cDNA a utilizar. De esta manera, aunque la 5azadC es citotoxica en las
lineas celulares evaluadas, este efecto no impide obtener al final del tratamiento la
cantidad de RNA necesaria para las reacciones posteriores, incluso a la concentracion

de farmaco mas alta evaluada que fue la de 5.0 pM.

Habiendo establecido lo anterior, se realizé una qRT-PCR para evaluar la expresion
relativa del gen VIAAT en las lineas celulares no tratadas y en las que recibieron el
tratamiento con 5azadC, asi como la expresion relativa de SFRP2, SFRP3 y SFRP4
(Figura 20), utilizando como gen constitutivo a GAPDH.

En los resultados de expresion del gen VIAAT en las lineas celulares NPrEC, LNCaP y
PC3 sin tratamiento no se observd amplificacion de la sonda. Se realizé incluso una
curva con cantidades variables de RNA en caso de que la razdn por la que no hubiera
amplificacion fuera por poca cantidad de muestra. Aunque la mayoria de los
experimentos reportan expresion de diversos genes con una cantidad de RNA de 500
ng, se llegaron a utilizaron incluso hasta 4 ug de RNA para la reaccion de sintesis de
cDNA sin que posteriormente hubiera amplificacion por la sonda de VIAAT. Sin
embargo, si habia amplificacion de la sonda del gen constitutivo GAPDH en las mismas
muestras, lo que descartaba que existiera algun problema con ellas o que no hubiera
cDNA. Por lo tanto, con los datos que se obtuvieron se puede establecer que la
expresion del gen VIAAT es muy baja en estas tres lineas celulares, o se encuentra por
debajo del limite de deteccion de la metodologia empleada.

De acuerdo al nivel de metilacion del DNA en la isla CpG del promotor de este gen en
las lineas celulares NPrEC, LNCaP y PC3 no tratadas con 5azadC, obtenido en este
trabajo, se podia sugerir que los resultados esperados de expresion fueran, a grandes
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rasgos, una mayor expresion en NPrEC, intermedia en LNCaP y baja en PC3, por
correlacion inversa entre el nivel de metilacion del DNA y el grado de expresion de un
gen cuya regulacidn se deba a este mecanismo epigenético. Es decir, en PC3 el
porcentaje de metilacion del DNA en esta region es muy alto por lo que la baja
expresion que se observo si coincide con lo esperado; mientras que en NPrEC, donde
la regién analizada se encuentra practicamente desmetilada, se esperaba ver una
mayor expresion y, sin embargo, tampoco se observé amplificacion de la sonda. En
este caso, la expresion baja puede ser posiblemente debida a que la regulacidn de este
gen en esta linea celular posee otros mecanismos de silenciamiento epigenético o a
que su regulacidn se deba a una regidn en en las orillas de la isla CpG, aunque es
normal que en condiciones normales una isla CpG se encuentre desmetilada. De
cualquier manera, parece evidente que, al menos este tipo de célula —células epiteliales
normales de prostata-, no requiere de la expresion ni de las funciones de la proteina

VIAAT, encargada de transportar neurotransmisores hacia vesiculas sinapticas.

Los resultados de la expresion del gen VIAAT en los tratamientos con el farmaco
desmetilante en la linea celular dependiente de androgenos, LNCaP, muestran un
aumento de la expresion a medida que aumenta la concentracion del farmaco. Esto
indica que hay, en cierta medida, una regulacion de la expresién del gen mediada por la
metilacion del DNA. Sin embargo, este aumento también puede ser causado por una
desregulacion a nivel genético y epigenético causada por la 5azadC que involucre la
participacion de muchos otros factores que pueden contribuir al aumento de la
expresion de este gen, lo que podria explicar lo que ocurre principalmente en la
concentracion mas alta evaluada. Es decir, la alteracion generalizada de la metilacion
del DNA de todo el genoma, ademas de los efectos epigenéticos ya mencionados,
puede activar o favorecer la expresién de factores de transcripcién de este gen, como
SP1, EGR-1 y JUND (Genome Browser, consultado en 2013), que a su vez aumenten
la expresion de VIAAT. El aumento gradual de la expresion del gen en las
concentraciones del farmaco evaluadas posiblemente se logra debido al porcentaje bajo
de metilacion que se observa en la region analizada. Al existir en la region un numero
bajo de CpG metilados, la 5azadC puede favorecer de manera mas sencilla su

desmetilacion y, por consiguiente, aumentar la expresion del gen, suponiendo ademas
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que el patron de metilacion del DNA observado en la region analizada sea homogéneo

a lo largo de toda la isla CpG en la regién promotora.

La expresion del gen VIAAT en la linea celular PC3, independiente de andrdégenos,
muestra ciertas diferencias con respecto a la expresion observada en LNCaP. Para las
concentraciones de 0.5 yM y 1.0 uM del farmaco desmetilante se observa un efecto
menor sobre el incremento en la expresion del gen, aunque éste aumenta de forma
significativa a la concentracion de 5.0 yM, posiblemente debido a las mismas razones
por las que aumenta en la linea LNCaP. Sin embargo, el cambio de expresion entre las
concentraciones maximas evaluadas y los controles no fue tan grande en PC3 como lo
fue en LNCaP. Esta diferencia se podria explicar debido al elevado porcentaje de
metilacion que existe en esta regidn para la linea PC3 -asumiendo que el
comportamiento a lo largo de la isla CpG en el promotor es parecido al de la regién
analizada- que la 5azadC no es capaz de revertir totalmente, y a otros mecanismos
epigenéticos de silenciamiento que no se ven afectados por un tratamiento

desmetilante.

Con los resultados obtenidos es posible suponer que, hasta cierto nivel, la regulacién de
la expresion génica de VIAAT esta relacionada con la metilacion del DNA en su region
promotora, aunque es evidente que también la regulacion de la expresion se explica por
otros mecanismos epigenéticos. De igual manera, no podemos asegurar que el
tratamiento con 5azadC tenga repercusion directa desmetilando precisamente los
dinucledtidos evaluados, aunque es muy probable que si la tenga ya que la
hipometilacién del DNA producida por el farmaco se da a nivel global y diferentes
estudios han demostrado por secuenciacion que el porcentaje de metilacion del DNA a
lo largo de una region disminuye tras el tratamiento con 5azadC (Wu y Ho, 2004; Perry
et al., 2012; Truong et al., 2012). Lo que si se puede observar es que conforme
aumenta el porcentaje de metilacion del DNA en una linea celular en la region evaluada
se vuelve mas complicado restablecer la expresion tras el tratamiento con un agente
desmetilante. Ademas, los cambios que se observan en el aumento de la expresién

génica son menores cuando el porcentaje de metilacion del DNA es mayor.
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Los genes de la familia SFRP unicamente se utilizaron como control del tratamiento con
el agente desmetilante, ya que se ha reportado que estos genes estan regulados por
metilacion del DNA y su expresion disminuye en CaP a través de la hipermetilacion del
DNA en su region promotora, posiblemente debido a su actividad de supresores de
tumor (Perry et al., 2012). Por lo tanto, al observar un restablecimiento en la expresion
de estos genes de forma dependiente de la concentracion de la 5azadC, se puede
afirmar que el tratamiento se realiz6 de manera adecuada y los resultados obtenidos
tanto para estos genes como para VIAAT son validos y no poseen algun tipo de error
debido al tratamiento, con la ventaja de que al evaluar 3 genes de la familia SFRP se
contaba con 3 controles independientes que brindaban mayor confiabilidad al resultado
obtenido.

7.2 PATRONES DE METILACION DE LA REGION PROMOTORA DEL GEN VIAAT

Normalmente, la isla CpG en la region promotora de un gen se encuentra desmetilada y
los niveles de expresidn génica son controlados por los factores de transcripcion o
reprimidos por otros mecanismos epigenéticos (Jones, 2012). La metilacion del DNA es
uno de los mecanismos epigenéticos que puede determinar la regulacion de la
expresion de un gen, pero los diferentes mecanismos epigenéticos actuan en conjunto,

a la par de los propios mecanismos genéticos, para reprimir o activar la transcripcion.

La expresion del gen VIAAT no pudo ser determinada en ninguna de las lineas
celulares evaluadas no tratadas con 5azadC por lo que no fue posible correlacionar los
datos de expresion con los patrones de metilacion de DNA obtenidos en condiciones
basales.

En la linea celular NPrEC, la region analizada de la isla CpG se encuentra
practicamente libre de metilacion del DNA vy, sin embargo, no hay expresién génica.
Una suposicidén que se esta tomando en cuenta es que el comportamiento respecto a la
metilacion del DNA en la regidn analizada de la isla CpG es representativa del
comportamiento que ocurre a lo largo de la isla CpG en el promotor, que es una

secuencia mas extensa y que cuenta con mas dinucledtidos CpG.

56



DiscusiON

Surgen entonces diversas incognitas sobre los mecanismos precisos de la regulaciéon
génica en esta linea celular. La transcripcidn podria estar suprimida no sélo por
metilacion del DNA en esta region o en la region a la orilla de la isla CpG, sino por
marcas represivas en las histonas, en particular las marcas de metilacion en H3K9 y
H3K27, o por la regulacion de la expresidon debida a algun miRNA que interfiera con la
transcripcion del gen.

De cualquier manera, a simple vista no parece obvio que esta linea celular requiera de
las funciones de esta proteina, y en condiciones normales la mayoria de las islas CpG
se encuentren desmetiladas. La condicién patolégica se observa cuando estas islas
comienzan a hipermetilarse, lo que ocurre en etapas tempranas de cancer y

principalmente para silenciar genes con actividad de supresores de tumor.

En las lineas celulares LNCaP y PC3 sin tratamiento, donde tampoco hubo expresion
del gen VIAAT, este efecto podria deberse a que la metilacion del DNA en su regién
promotora sea un mecanismo que podria estar contribuyendo al silenciamiento del gen
a través de las MBD o impidiendo la union de factores de transcripcion, por lo que otro
aspecto interesante a analizar seria estudiar la situacidon de los dinucleétidos CpG en
sitios de union a factores de transcripcion como SP1, EGR-1 y JUND (Figura 27) como

una posible alternativa al silenciamiento en la expresion génica.

Sin embargo, ya que incluso en condiciones normales no se expresa este gen, surgen
dos interrogantes: el por qué la isla CpG en la region promotora de este gen tiende a
hipermetilarse -el cual es un mecanismo de represiéon de la expresidn génica-, y la
posible funcién de la proteina en células de cancer de prostata y su implicacion en el
desarrollo de la enfermedad.

Ademas, con la informacion obtenida sobre los patrones de metilacion del DNA en las
lineas celulares evaluadas, que representan etapas progresivas diferentes de la
enfermedad, surgen mas posibilidades de estudio para determinar en un futuro el por
que y el como este gen se ve afectado epigenéticamente, y proveer las bases para el
desarrollo como un posible marcador que permita el diagnostico, determinar la etapa en
que se encuentra el tumor y brindar un pronostico de la enfermedad.
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Figura 27. Datos obtenidos del Genome Browser sobre el gen VIAAT. En esta imagen podemos observar la localizaciéon gendmica del gen y su
estructura, que consiste en dos exones. Los rectangulos grises que se encuentran en el apartado de Factores de Transcripcion representan sitios de
union de factores de transcripcion, entre los que destacan SP1, EGR-1 y JUND cerca del sitio de inicio de la transcripcion, aunque se describen varios
de estos factores a lo largo de todo el gen, enriquecidos al inicio del intron y del exén 2. En el apartado de Islas CpG se muestra como un rectangulo
largo la localizacién y las regiones que abarca la isla CpG predicha para esta regién, ocupando varios de cientos de pares de bases hacia el extremo 5’
por arriba del sitio de inicio de transcripciéon, ambos exones y el intron. A lo largo de estas 5 242 pb hay 380 CpG. La isla tiene un porcentaje de CG de
62.7% y una proporcion de CpG observado entre lo esperado de 0.76. El recuadro en esta barra indica la region analizada en este protocolo
experimental, y por debajo un acercamiento con detalles acerca de esa zona, donde dentro del recuadro se encuentran los CpG cuyo estado de

metilacion fue determinado.
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Una de las razones hipotéticas por las que este gen tiene tendencia a ir ganando
progresivamente metilacion del DNA, puede ser que, por algun mecanismo no
identificado aun, el silenciamiento del gen VIAAT le proporcione a estas células una
ventaja de crecimiento, y que para el desarrollo hacia etapas mas avanzadas de la
enfermedad sea necesario silenciar completamente el gen mediante la hipermetilacion
de su isla CpG. Wu y Ho, en 2004, estudiaron un gen que encontraron silenciado en
lineas de CaP por metilacion del DNA (PMPZ24) y realizaron una transfeccion de este
gen en lineas celulares de CaP donde no se expresaba para evaluar el efecto de la
proteina sobre la proliferacion, con resultados que indicaban que al expresarse el gen
PMP24 la proliferacion de células cancerosas disminuia. Este experimento se podria
realizar de igual manera para analizar si el gen VIAAT posee también algun efecto
antiproliferativo que pudiera estar relacionado con la necesidad de la célula tumoral de

silenciarlo.

La hipermetilacion de esta region en la isla CpG también puede ser causada por una
pérdida de la funcion de la proteina CTCF. Esta proteina es la encargada de mantener
zonas libres de metilacion del DNA y su ausencia se relaciona con una dispersion de la
metilacion que puede afectar promotores de genes (Davalos-Salas et al., 2011). CTCF
puede perder su funcion al no reconocer sitios de unidn a secuencias especificas, lo
cual puede ocurrir por mutaciones, o porque la misma metilacion del DNA impide la
unidén de CTCF (Filippova, 2008). Cuando esto ocurre, la metilacion del DNA se puede
propagar a partir de secuencias metiladas cercanas, como pueden ser secuencias
repetitivas o exones. En la Figura 27 se puede observar que a lo largo de la extension
del gen VIAAT parece haber varios sitios de union de CTCF en los cuales podria ocurrir
lo mencionado anteriormente y cuyo estudio valdria la pena realizar en las lineas
celulares utilizadas para conocer si una alteracion en la secuencia o en la metilacion del

DNA de esa region podria explicar la propagacion de la metilacion.

Otro mecanismo que puede explicar la hipermetilacibn que se observa en etapas
progresivas en estas lineas celulares podria ser por un mecanismo conocido como
silenciamiento epigenético de largo alcance (LRES, por sus siglas en inglés), que
involucra una disminucion en la expresion de genes que se encuentren ubicados en un
determinado segmento largo del cromosoma (Devaney, 2011).
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Este mecanismo involucra marcas en las histonas de represion y metilacion del DNA
para silenciar genes en segmentos cromosomicos de hasta 4 Mb de longitud. Devaney
y colaboradores en su articulo publicado en el 2011, aprovecharon este fendmeno de
silenciamiento epigenético para proponer algunos marcadores de metilacion del DNA
de genes que se encuentran dentro de estas regiones silenciadas, para asi, junto con el
ya conocido marcador de metilacion del DNA de GSTP, poder brindar mayor
informacion sobre el estado de la enfermedad para poner brindar un diagnostico mas
completo, ya que el analisis y el uso combinado de diferentes marcadores puede

aumentar la sensibilidad y especificidad de un resultado.

Una caracteristica de este silenciamiento radica en que, en las regiones gendmicas
que muestran LRES, la hipermetilacion del DNA de algunos genes se debe a que éstos
presentan actividades antitumorales, mientras que la que se presenta en otros
unicamente se debe a su presencia dentro de la region y a su cercania con ellos. Esto
podria hacer surgir la hipdtesis de que la isla CpG del gen VIAAT tiene tendencia a
hipermetilarse conforme avanza la enfermedad debido a este mecanismo. Se sabe que
un gen cercano —aproximadamente a 15 kb hacia el extremo 3’-, llamado ACTRYS, tiene
funciones de reparacién del DNA, por lo que podria formar parte de un conjunto de
genes silenciados por LRES, brindando ventaja a la célula tumoral. El LRES es un
fendbmeno que abarca regiones gendmicas extensas y podria también estar causando
una ganancia en la metilacion del DNA del gen VIAAT, simplemente por su cercania y
ubicacion dentro de esta region. Seria necesario poseer informacion sobre el estado de
metilacion del DNA del gen ACTRS para conocer si también sufre hipermetilacion
durante el proceso de desarrollo de la enfermedad y en qué etapa ocurre este cambio,
0 sobre la existencia de otros genes en loci cercanos que también posean actividad

antitumoral que contribuyan el LRES.

Otro dato que sustentaria la hipdtesis de la hipermetilacion de la isla CpG del gen
VIAAT es que la isla CpG del gen PMP24 se sabe ya que se encuentra hipermetilada
en fases Al comparado con fases AD (Wu y Ho, 2004), comportamiento similar al que
presenta el gen VIAAT. Ambos genes se encuentran en locus relativamente cercanos,
dentro de una distancia a la que el LRES podria seguir teniendo efecto. Ademas, Wu y
Ho discuten el hecho de que llama la atencion que PMP24 se encuentra cerca de una
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region reportada en 2001 por Zheng y colaboradores como de susceptibilidad a CaP, la
region 20913, sin que el mecanismo preciso esté bien determinado. VIAAT también es
un gen que se encuentra cerca de esta zona y posiblemente haya una correlacion entre

estos datos que valdria la pena estudiar.

En cuanto a la funcion de VIAAT, antes de los resultados obtenidos en este trabajo,
existia la hipotesis de que hubiera una relacion entre su expresion y la via GABAérgica.
VIAAT es la proteina encargada de transportar GABA hacia vesiculas, y hay evidencia
de que la via GABAérgica esta involucrada en procesos carcinogénicos y en el
progreso de tumores, incluido el de prostata (Azuma, 2003; Young y Bordey, 2009).
Esto indicaba que posiblemente VIAAT de alguna manera podria estar cooperando con
el efecto de GABA y de la via GABAérgica en las células de cancer de préstata. Sin
embargo, al observar poca o nula expresion de este gen tanto en NPrEC como en
LNCaP y PC3, y el hecho de que la metilacion del DNA aumente hacia la etapa de
independencia de androgenos podria indicar que la via GABAérgica funciona
independientemente de la funcidén de VIAAT.

Los patrones de metilacion del DNA obtenidos en la regidén estudiada de la isla CpG en
el promotor del gen VIAAT en NPrEC, LNCaP y PC3 permiten observar que hay
dinucledtidos CpG particulares cuyo estado de metilacion del DNA depende de la linea
celular, lo cual permite diferenciar una condicion de otra. Esta informacion podria ser el
origen de estudios enfocados a utilizar estos datos en el disefio de un marcador que
permita —incluso desde el momento en que se toma la biopsia para que el patdlogo la
analice y dé su diagnadstico-, brindar un pronostico sobre el estado y la probabilidad de
desarrollar CaP Al, para asi poder ofrecer un tratamiento adecuado desde el inicio. Los
datos que brindaria este marcador estarian basados tanto en el porcentaje de

metilacion del DNA de alguna region como en el estado de metilacion de ciertos CpG.

Para poder desarrollar un marcador, lo cual es un proceso muy complicado, es
necesario el analisis de otras lineas celulares y evaluar si comparten las caracteristicas
descritas en este trabajo. En caso afirmativo, se procederia a trasladar esta informacion
al analisis y estudio de un gran grupo de muestras de tejidos de pacientes con
caracteristicas clinicas bien definidas para poder establecer una correlacién entre éstas
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y el estado de metilacién del DNA de este gen. Al obtener clasificaciones y parametros
bien definidos se pueden agrupar los datos y caracterizar cierta etapa de la
enfermedad. De este modo seria posible asignar un resultado, obtenido en algun tipo
de estudio o analisis, a uno de estos grupos y posiblemente predecir un resultado. Seria
adecuado también estudiar la metilacion del DNA en la region analizada en diferentes
patologias de la prostata para observar su comportamiento y evaluar la utilidad de un
marcador enfocado en la regién aqui analizada, para analizar si también es capaz de

diferenciar entre patologias que muestras signos clinicos parecidos.

Obtener estos datos para su evaluacidn podria llevarse a cabo por diferentes
metodologias. Por ejemplo, la MSP (PCR sensible a la metilacion, por sus siglas en
inglés), que permite diferenciar, con los primers adecuados, si un fragmento de DNA se
encuentra metilado o no. También resulta util una qPCR, disefiada con primers y
sondas enfocadas en dinucleétidos CpG con metilacion diferencial y que, también por el
porcentaje de metilacion, permitan su clasificaciéon dentro de un grupo que represente
una etapa determinada de la enfermedad. El estudio realizado por Truong y
colaboradores en 2012 serviria como base, ya que ellos de igual manera evaluaron por
esta metodologia el porcentaje de metilacion del DNA en lineas celulares de CaP para
ciertos genes que se encontraban diferencialmente metilados. La secuenciacion directa
también podria ser una técnica empleada; sin embargo, es un poco mas laboriosa y las

dos metodologias mencionadas anteriormente resultan mas practicas.

Se debe considerar también que unicamente se evaluaron los patrones de metilacion
del DNA en una pequeia region de la isla CpG de este gen, la cual consta de 380
dinucledtidos CpG y abarca practicamente la totalidad del gen, tanto su intrén como sus
dos exones (Figura 27). La region analizada brinda informacion sobre el estado de
metilacion de tan soélo 33 dinucledtidos CpG. Sin embargo, hay evidencia experimental
de que los CpG que se encuentran en el exdn 2 del gen muestran el mismo
comportamiento y tendencia en cuanto al porcentaje de metilacion observado en la
region promotora y fue evaluada en las mismas lineas celulares (Rodriguez Dorantes,
en preparacion). Esta informacién da indicios, aunque no asegura, que los patrones de
metilacion del DNA obtenidos para la regidon promotora del gen VIAAT pueden
representar lo que ocurre a lo largo de toda la isla CpG.
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Finalmente, los datos en este trabajo brindan informacion que, en caso de que pueda
contribuir al desarrollo de un marcador mas para CaP, éste pueda también ser
incorporado a un panel de otros marcadores de metilacion del DNA, entre otras
caracteristicas, que permitan un mejor y mas temprano y confiable diagnostico y
prondstico. Ademas, este panel en conjunto podria servir para diferenciar HBP de CaP
o de alguna otra enfermedad de la préstata, ya que hoy en dia mediante el sélo uso del
APE no es posible y aun hay muchos problemas para poder brindar un diagnéstico
rapido y confiable, lo cual implica un retraso en la aplicacion del tratamiento correcto
que mejore la salud del paciente desde las primeras etapas de la enfermedad y que

resulte en una mejora en su calidad de vida.
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8. CONCLUSIONES

» Se obtuvieron los porcentajes de metilacion de una regién que contiene 33 CpG
de una isla de 380 CpG ubicada en la zona promotora del gen VIAAT para las
lineas celulares NPrEC, LNCaP -dependiente de andrégenos- y PC3 -
independiente de androgenos-, que representan diferentes etapas progresivas
de cancer de préstata, observandose una ganancia general en la metilacion del
DNA relacionada con el progreso de la enfermedad, pero no se observa relacion

entre el estado de metilacion y su expresion.

» En condiciones de cultivo normales no fue posible detectar la presencia del
transcrito del gen VIAAT, lo cual indica que no se expresa en las lineas celulares

evaluadas.

» El tratamiento con el farmaco desmetilante promueve la expresion del gen
VIAAT, lo que indica que la metilacion del DNA es un mecanismo que interviene

en la regulacion de la expresion de este gen, ya sea directa o indirectamente.

» Las lineas celulares NPrEC, LNCaP y PC3 muestras patrones de metilacion del
DNA diferentes en la region analizada, lo que permite clasificarlas de acuerdo a
los estado de metilacion de ciertos dinuclettidos CpG. Hay un numero mayor de
CpG metilados en la linea celular PC3, que presenta un porcentaje de metilacion
del DNA en la region analizada de 83.6%; un numero menor en LNCaP, con un
porcentaje de 26.7%; y casi ninguno en NPrEC, que tiene un porcentaje de 1.5%.
Se observa que cada linea celular posee un patrén y un porcentaje de metilacion

del DNA caracteristico.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar un estudio funcional de VIAAT para observar si la expresion de la
proteina ejerce algun efecto antitumoral.

Evaluar la presencia de ciertas marcas de histonas para determinar el
mecanismo epigenético de represion de la transcripcion.

Evaluar si la adicion de un farmaco inhibidor de las desacetilasas de histonas
(HDAC) tiene algun efecto sobre la expresion del VIAAT.

Analizar marcas epigenéticas en regiones vecinas para relacionar la
hipermetilacion del DNA con un posible mecanismo de LRES.

Observar el comportamiento de estos patrones y porcentajes de metilacion en
otras lineas celulares dependientes de androgenos (como 22Rv1 y VCaP) y en
lineas independientes de andrégenos (como DU145) para determinar si estos
resultados concuerdan con lo aqui reportado. Ademas, evaluarlo también en
pacientes con caracteristicas clinicas definidas para hallar correlaciones entre
éstas y los estados diferenciales de metilacion del DNA para el desarrollo o
incorporacion a un panel mayor de marcadores de metilacién para ofrecer un

panorama mas completo que contribuya a un mejor diagndéstico y prondstico.
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ANEXO

11. ANEXO

* Secuencia utilizada para obtener los primers de metilacion en el software
MethPrimer. Esta secuencia abarca 1200 pb hacia el extremo 5’ desde el sitio de
inicio de la transcripcion del gen VIAAT, obtenida del Genome Browser.
Ubicacién: chr20:37 351 906 — 37 353 105.

GTAATCCAACACACTAGCTCTGGCACACACACTGGAATGCGCGCAAAACCACACAGACACAGAACACACGC
GGTTACCAAACCTCATTCTCAGAGGCCACACTGATCCAACCTCAAGCAGAGTCTGATACAGCATCGGTCTT
TGTCTCTGGGTCTCTCCCTTACTCGCGCTCACACACCCGTACCCCAATCAACACAAACAGCCCAAGCTTTC
ACAGCCTGGAGGCGGCCGTCGGAGCAGGGCCCCAGCGCACCGCGAGCCTCTGCTTCCTCCGCCTTGCAGCG
CCGCGAGCCCTTCTTTCCTCCGCGCCTGGCCCCGTCTGCGCCCCTCTCGGCGTGGGCATTCGCAGACCCGC
TAGGAGGCTGACGAGAGGTGTCCTCATAGAGTCCTGCCTTCTTCCAGACCCCCAAACGAAAAGAAAGAGAA
AAGCCAACCTTTCGCCTCCATTCTGCACGCATTTGGAGAGCGGCTGGTGGCGAGCGATCCGCACAATCGCT
TCCCTCGCGGCGTCCCTGGACGGGCGGAGAGAACCCGGGTGACTGAGCCTGAGGCTGAGCTTCCTTGGGAG
CGATCCATGCCAGCCACTTCTACCTTCAAGGGGGACTCGCGGCCGGGTTTACGCGCGAAGGATGGGTGCCA
GGGAAACTGACTTATAGACGACCCGCTCCGCGAGAGACTGACAACTCAGTCCTGCGGGCTTTCGGGGCGCC
CAGACCAGTCCTTAGCCAGAGGATCTGGGGCTGCACAGCTCCCGGACCCTGGAGGGGGTGGTCCGGGGGTG
GGAGACTGCGAGCATCAGCCCACGCCGGCCCCCTCCCACCCTGCGGCGGCGAGGTGGGAAGGGCCAGGATG
CGAGCTTAGCACCTCCCCTAGAAATGCAGCACTTCGCCCCCCCACCTCCCCTGCCCTCGGCGCTCCCTCTT
TCACGCGCTCCCTCCCGCCTCCTTCCCAAGGGCGCCCTTCTTCTGCCCCCAGCTCACGTCTGAATCCCTCG
GCGCCCCCTTTCTCTTCTCCTAGCCCCTTCCTCACGTCCCCTGCCTCCGGGTATTTCCTCTCTCCAATCCC
CCACCCCCGCACCGCCTGATTCCGAGGGGCGGGAGCGCATTGGGCTGCGCACGGGTGGGGGCGCCGCGLCA
GCTTCGCGTAGCTGCTCTGACGCCGCTGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCCTCCGCAGCCCAG

* Secuencia de referencia original que contiene el fragmento amplificado por PCR
para el analisis de metilacion del DNA.

AGCCCAAGCTTTCACAGCCTGGAGGCGGCCGTCGGAGCAGGGCCCCAGCGCACCGCGAGCCTCTGCTTCCT
CCGCCTTGCAGCGCCGCGAGCCCTTCTTTCCTCCGCGCCTGGCCCCGTCTGCGCCCCTCTCGGCGTGGGCA
TTCGCAGACCCGCTAGGAGGCTGACGAGAGGTGTCCTCATAGAGTCCTGCCTTCTTCCAGACCCCCAAACG
AAAAGAAAGAGAAAAGCCAACCTTTCGCCTCCATTCTGCACGCATTTGGAGAGCGGCTGGTGGCGAGCGAT
CCGCACAATCGCTTCCCTCGCGGCGTCCCTGGACGGGCGGAGAGAACCCGGGTGACTGAGCCTGAGGCTGA
GCTT
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