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Resumen

A nivel mundial una de las principales causas de muerte asociadas a enfermedades no
transmisibles es el cancer. El cancer de prostata se encuentra entre los primeros lugares en
México en cuanto a muertes relacionadas a cancer en varones. El cancer de prostata es
una afeccidén que puede tener graves complicaciones cuando no se trata prontamente.
Como enfermedad presenta un cuadro clinico similar a la hiperplasia prostatica benigna o
en algunos casos a la prostatitis. El diagndstico diferencial se lleva a cabo por biopsias y
analisis histologico. El tratamiento del cancer de préstata depende de su avance, desde
estadios tempranos donde el tumor esta localizado hasta estadios tardios donde el tumor se
encuentra diseminado. Una de las complicaciones mas comunes del cancer de prostata es
Su progresion a una etapa resistente a la castracion, es decir cuando el cancer puede
proliferar en un ambiente falto de andrégenos. Una de las razones por las cuales el cancer
de préstata puede adquirir nuevos fenotipos es por su susceptibilidad a cambios en su
epigenoma y asi ganar o perder expresion de genes reguladores de pluripotencia. Uno de
los mecanismos mas dinamicos y mejor estudiados en la actualidad es la metilacion del
genoma. La metilacion del DNA se da principalmente en sitios CpG. En el genoma hay
regiones caracteristicas denominadas “islas CpG” donde la metilacion en los dinucledtidos
regula a la baja la expresion del gen al cual estan asociados. Una familia de genes que
regula la pluripotencia y que esta asociado a “islas CpG” son los inhibidores de la via WNT,
los genes SFRP. En varios tipos de cancer se ha visto asociada la represion de estos genes
por medio de la metilacion de las “islas CpG” asociadas su region promotora. Estudios
previos realizados en el laboratorio del Dr. Rodriguez determinaron que en cancer de
préstata hay una disminucién en la expresiéon de los genes SFRP en muestras de tumores
provenientes de pacientes diagnosticados con cancer de prostata. En este trabajo se
describe la metilacion de los genes SFRP1, SFRP2, y SFRP5. Se observo la metilacion
preferencial del DNA de muestras de cancer comparadas contra tejido saludable de préstata
o incluso contra muestras de hiperplasia prostatica benigna. En dos modelos in vitro que
representan estadios temprano y tardio de cancer de préstata (LNCaP y PC3
respectivamente) se observé un patrén similar. Por lo tanto la metilacion de genes SFRP es

un evento diferencial en cancer de prostata.



1. INTRODUGCCION ..ot e et er et es st et s e ses e eses s see s s eaesesase s st eesessesassasses s sasaasesseesesass e sesassae et eseeseeaseaenneaerasanseeras 3

T CANCET ...ttt h et h ke a e bt h e bR b h e H bt E ek e h stk e Rt Ao b s ek e h oA bRt E bt ek e n b e Rtk h b btk et e bt ettt be e 3
1.2 Prostata y CANCEr A PrOSTALA .......cccoveiriiieeee ettt ettt e e bttt n et ee 6
1.2.1 Historia natural de 18 @NfEIMEAAU ...............ccccorriiiieiieieee ettt sttt b ettt st b et eb etk e s b et esenbebeneetens 10
1.2.1.1 Desarrollo de CANCET dE PrOSTALA .......cocvriiiirieiereec ettt ettt b et b e n st es 10
1.2.1.2 Sintomatologia y diagnéstico
T.2.0.3 TFAAMIENTO ...ttt h e bbbt et e st e bt e bt b e s b b et et eae e bt e bt s bt e b e b et et e bt ebenb e et e s b e e e s eneeneas
1.2.1.4 Cancer de prostata resistente a 1a castracion (CPRC). ..ot 13
1.3 Cancer de prostata Y EPIGENETICA......ccoue vt bbb b et et ee 15
T30 EPIGENBLICA ...ttt bttt b bbb bt h bt bkt b b e e e a e bbbt R e b et et bt bt e bbbt et st eaeas 16
1.5 MELIACION EI DINA ...ttt sttt et et e e aese e ke s e et enseseea e eseebeeb e s em s e st eneeseesesbeebe s ensenseneesesseebessansenseneenean 17
1.8 VIA WINT/B-CAtENING ......ceecvetieiieiecteeeeeee ettt ettt sttt et et e st e e be s besse st esaeseebe et e sb e b essessesseseebesaeebe b essenseseeseeseetesbesenseseaneas 20
T.68.1 VA CANOMICA. ...ttt ettt b ettt h e bt st b e b e et e st e bt e bt e bt b et et e s e eae e bt e bt s bt eb e b e s s et e bt ebenbe et et e e et eneeneas 21
1.6.2 Via no canodnica y via dependiente de G2 et 21
1.7 Familia de ProteiNAs SFRP ..ottt sttt e s et et e s b et e b e s s ess e s e ebesbesbebessenseseeseeseetesbesenseneeneas 22
1.8 GENES SFRP Y CANCET ...ttt ettt sttt et ettt ae s e et e ket et e st e ke ne s b e st et es e e e b e n e ek et e b e st et ese b ese e et et saenestenensenenes 24
2 JUSTIFICACION ..ot ee e s st s s ae st ss s s st ns s s sanssssans s s sassssnsen 28
B HIPOTESIS ...oouvitmreesmeeesse st sese st s8££ 8888888888888 28
4 OBUETIVO GENERAL ..ottt ettt ettt b bbbt b b bt s etttk ek b ene st e b e b b e b sttt etk b e ke e e et ebebenn 28
5 OBJETIVOS PARTICULARES........ootretetttiritete sttt stttk ettt b bbbttt b bbbttt et et b neneas 28
B METODOLOGIA........coorveomeiiseeeisneeesseeesss st s8££ 88888 29
7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS .......ooueieceeeeeieeeeieseeseessses s ssessses s sssssasssesssssssssssssssss s sssssssssssssssssssasssanns 34
7.1 Metilacion Y @XPreSiON A& SFRPT ..ottt ettt ettt eb et b bbbt e bt b e s b e st st e b et eb et ek e e s b e st st ese b ebeneebens 34
7.2 Metilacion Y @XPrESION A& SFRP2 ...ttt ettt sttt ettt et et st e st st e s et ebe e eten e s besestese st eseneebenesbesestesenseseneetens 38
7.3 Metilacion Y @XPreSiON A& SFRPS ...ttt ettt ettt b et b et b e s bbb e b et eb etk et s b e st ntese s eneneebens 41
7.4 Silenciamiento por hipermetilacion del promotor de gENES SFRP........cociiiireeneeeeere ettt seeaene 44
8. CONCLUSIONES ..ottt ettt ettt bbbttt b bttt h b bttt s e bbbttt b bbb st st st st e bbbttt s bbb ebesenea 45
9. PERSPECTIVAS ...ttt etttk b et b bk h et e bbb b st e e e b b e bt sttt b b e ke bttt e b e b e b n et sb et et eneneneas 46
REFERENCIAS ...ttt bttt bbb bt h bttt d 4 bbbt s e E bbbttt e e e bbb bt a et e b b eb ettt nn e 47
ANEXOS ...ttt ettt bbbt b bR E Rk bRt E b bR R Rk bRt e A bbb bbbttt bbb ens 54



1. INTRODUCCION
1.1 Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte relacionadas a enfermedades
no transmisibles. Este padecimiento se caracteriza por el crecimiento sin control de células
con alteracion en la regulacion de sus genes. Este crecimiento forma tumores con
caracteristicas distintas al tejido de donde se origind. Los tratamientos mas comunes son,
radiacion, quimioterapia y cirugia para remover o eliminar las células cancerosas. Las
muertes en la mayoria de los casos se asocian a la diseminacion descontrolada del tumor

en el cuerpo, metastasis, o a la agresividad del tratamiento. (Murphy, 2011)

El cancer no es la unica enfermedad que genera tumores. La formacion de masas
anormales en el cuerpo se puede deber a diversas patologias. Es por esto que se han
establecido caracteristicas particulares para distinguir al cancer de otras enfermedades

similares, estas son:

i) Conservacion de senales proliferativas vi)  Resistencia a muerte celular

ii)  Evasion de supresores del crecimiento vii)  Desregulacion del metabolismo celular
iii)  Activacion de invasién y metastasis viii)  Evasion del sistema inmune

iv) Replicacién inmortal ix)  Inestabilidad genémica y mutaciones
v) Induccién de angiogénesis X) Inflamacién promotora de tumores

Estas caracteristicas comprenden la alteracion de una gran variedad de rutas metabdlicas y
de sefalizacidn dentro de la célula, no siempre presentandose las mismas en todos los
casos (Hanahan & Weinberg, 2011).

Aunque el origen del cancer sea de una unica célula transformada, los insultos que
promueven esta transformacién son tres: carcindgenos fisicos (e.g. radiacion), carcindégenos
quimicos (e.g. asbesto o plomo), y carcindbgenos bioldgicos (e.g. viral, HPV, o predisposicién
genética). Un factor importante es la edad, debido a que el cuerpo comienza a decaer en su
actividad biolégica y es mas propenso a errores en metabolismo y sefalizacion (WHO en
linea, 2014). La gran variedad de canceres y sus etiologias ha causado que el estudio de la
enfermedad no se enfoque tanto en la prevencién sino en el diagndstico (temprano o
definitivo) y el tratamiento adecuado y benéfico para cada paciente.

El estudio de cancer se ha ampliado y se han logrado establecer modelos para describir el

comportamiento global de ciertos tipos de cancer, los mas comunes siendo cancer de



mama, coldn, prostata, pulmén, y estbmago entre otros. En un estudio realizado en el 2008
por la OMS se reporta al cancer como una de las enfermedades mas importantes en el
mundo (figura 1.1), siendo esta patologia responsable del 13% (8.2 millones) de las muertes

globales por enfermedades no infecciosas (WHO en linea, 2014).

Cancer, tasa de muerte por cada 100 000 habitantes,
estandarizada por edad en varones, 2008
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Figura 1.1 Mapa global de tasa de muertes relacionadas a cancer por cada 100 000
habitantes varones. Modificado de WHO en linea, 2011.

Los 5 tipos de cancer que mas muertes provocan son, en orden descendente: pulmon,
mama, colorectal, préstata y estomago (figura 1.2). A nivel mundial para los hombres, los
primeros tres son: pulmén, prostata y colorectal (figura 1.3) (WHO, Cancer mortality and

morbidity).
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En comparacion con otros paises, en México el primer lugar de muertes por cancer en
varones lo tiene el cancer de préstata, generando aproximadamente 6400 muertes al afio,
(figura 1.4). (GLOBOCAN 2014)
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1.2 Préstata y cancer de prostata
La préstata es una glandula pequena localizada debajo de la vejiga, enfrente del recto y que

rodea la uretra. Junto con los testiculos, epididimo, conducto deferente, las vesiculas
seminales y las glandulas de Cowper se encarga de la produccion del liquido seminal, fluido
que contiene a los espermatozoides y les otorga movilidad y supervivencia. El fluido
producido por la prostata es alcalino, contiene principalmente calcio, zinc, citratos, fosfatasa
acida, albumina y KLK3, una proteina mejor conocida como el antigeno prostatico

especifico o PSA, por sus siglas en inglés (Fox, 2011).

La préstata se divide en 5 partes, cada una dependiente en cierto grado de la presencia de
androgenos para llevar a cabo su funcion. Fisiolégicamente estas cinco zonas son: central,
transicional, periférica, region glandular periuretral y estroma fibromuscular anterior, figura

1.5 (De Marzo et al 2007).

Zonas de la préstata

a Zonaz centrzl
b Zona fibromuscular
¢ Zona transicional

d Zonz periférica

Ducto eyaculatorio e Region glandular periuretrzl

Figura 1.5. Diagrama fisioldgico de las zonas de la prostata.
Modificado de De Marzo et al, 2009.

Las afecciones mas comunes en prostata son: hiperplasia prostatica benigna, cancer de
préstata (CaP) y prostatitis. Cada una de esta patologias tiene su tratamiento y cuadro
sintomatoldgico caracteristico.

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) es un crecimiento anormal de la préstata generado
por un aumento en el numero de células que se da en hombres mayores — 50 afios en
adelante — caracterizada por un cuadro de sintomas idéntico al de un caso de CaP. La
diferencia entre ambas neoplasias es la agresividad, inestabilidad cromosémica y la

diseminacién del tumor. Los pacientes de HPB suelen ser tratados con cirugia o algun



farmaco adecuado para el tipo y tamafio de tumor que se presenta. La hiperplasia generada
en casos de HPB no se disemina, aun cuando llegue a presentar un gran tamafo. Hasta el
dia de hoy no se ha encontrado evidencia de que los pacientes con HPB tengan mayor
probabilidad de generar cancer. Aun asi se puede dar la probabilidad de que una HPB se
convierta en cancer por alguna razon (Simpson, 1997; Guess, 2013). La prostatitis es una
inflamacion de la prostata provocada por algun patégeno o dafio fisico. Su sintomatologia
es similar a la de CaP o HPB aunque se puede presentar con otros sintomas en un lapso
corto de tiempo — como fiebre, irritacion, dolor punzante, enrojecimiento — lo cual ayuda

en su diagnéstico diferencial (Meares, 1991; Krieger et al, 2008).

Otra manera de dividir los compartimentos de la préstata es por su histologia. Por su
caracter glandular la préstata contiene dos tipos principales de células (figura 1.6):

i) Epitelio: la mayoria de las células son células exocrinas especializadas en la
secrecion de componentes del semen, ya que es la principal funcién de la prostata.
Entre los tipos de células en el epitelio se encuentran: secretoras, basales,
neuroendocrinas, de urotelio, de ductos eyaculatorios y vesiculas seminales. Las
células basales no expresan el receptor de andrégenos ya que se encuentran en
un estadio poco diferenciado. Los demas tipos celulares si expresan el receptor de
andrégenos al ser ya formas mas diferenciadas. El receptor de andrégenos regula
la expresion de KLK-3 (o PSA) y KLK-2, moléculas caracteristicas de prostata y el
crecimiento mediado por factores de crecimiento llamados andromedinas (Gregg
et al, 2010; Isaacs y Isaacs, 2004).

ii) Estroma prostatico: compuesto por células musculares y no asociadas a alguna
funcién glandular. Expresan poco AR por lo que dependen en menor medida de la
presencia de androgenos; el AR promueve la secrecion de andromedinas,
(factores de crecimiento) al compartimiento epitelial (Gregg et al, 2010; Isaacs y
Isaacs, 2004).
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Figura 1.6 Histologia de la prostata. En la parte superior se describen las células epiteliales. Hay dos tipos, las
basales y las luminales. En la parte inferior las células estromales. Ambos compartimentos depende de
andrégenos para su funcion. Los andrégenos, T o DHT, llegan por sistema circulatorio. Las células estromales
secretan factores de supervivencia y crecimiento a las células epiteliales. El receptor de andrdégenos es el que
permite que las células basales se diferencien al regular la expresion de ciertos genes. Modificada de Isaacs y
Isaacs, 2004.

De los casos de CaP el mayor porcentaje se genera en la zona periférica con un 68%,
seguido de la zona transicional con un 24% y en la central con un 8%. La mayoria de los
casos de cancer se presentan en la zona periférica ya que esta se compone principalmente
de células epiteliales, las cuales se encuentran en una constante division celular y son mas

susceptibles a mutaciones o errores en el ciclo celular. (Secretaria de Salud, 2001)

Las funciones y el desarrollo de la préstata dependen del eje endocrino: hipotalamo-
hipdfisis-testiculo. La finalidad de este eje es estimular ciertas células del testiculo para
comenzar la espermatogénesis y en otras promover la sintesis de testosterona a partir de
colesterol. La testosterona tiene una funcion importante al regular la expresion de genes en
especifico de cada tejido, como la préstata, a través del receptor de andrégenos (AR). (Fox,
2011).

El AR es una proteina codificada en la region g12 del cromosoma X. Es un gen de
aproximadamente 190 kb que contiene ocho exones y que codifica para una proteina de
919 aminoacidos. Tiene 5 variantes de splicing, tres de las cuales codifican para proteinas.
La funcion de esta proteina es la de regular la expresion de genes dependientes de
andrégeno al activarse por la union de alguna de las dos hormonas esteroideas,
testosterona o dihidrotestosterona. Una vez unido el AR a su ligando, este se libera de las
proteinas de choque térmico (HSP) que lo rodean y se fosforila para posteriormente formar

un homodimero. Este homodimero se transloca al nucleo donde se une a regiones



especificas del genoma, denominadas elementos de respuesta a andrégenos (ARE). Una
vez unidos a los ARE, el receptor facilita el reclutamiento de coactivadores o correpresores
para regular la expresion de ciertos genes, figura 1.7 (GeneCards en linea). Genes clasicos
que se ven regulados por el AR son KLK3 (PSA), KLK2, CIP1 entre otros. Recientemente, el
uso de técnicas gendmicas ha permitido la identificacion de muchos mas genes regulados
por AR (Bolton et al, 2007). De importancia clinica para el diagnostico de CaP esta PSA.
Esta proteina se sobre expresa en tumores y es de gran ayuda para diferenciar entre
neoplasias malignas y benignas al estar sobre expresada en cancer (Heidenreich et al,
2011)

Testosterona
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/ \ Proteinas
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Figura 1.7 Esquema del mecanismo de accién del receptor de androgenos. Primeramente la
testosterona entra a la célula y es convertida en DHT por la 5a-reductasa. La DHT se une al AR y
provoca que se libere de las HSP. Una vez liberado se fosforila lo cual permite su dimerizacion.
Una vez dimerizado se transloca al nucleo donde interactia con AREs para regular la expresion
de genes. Se han descrito otras vias por las cuales el AR se puede fosforilar como lo son STATS3,
Akt y MAPK. Modificado de Traish et al, 2009.

La alteracion de la secuencia del AR provoca diferentes patologias. En el caso de cancer de
prostata (CaP), existen varias mutaciones somaticas asociadas a la enfermedad. Estas
mutaciones generan alteracion en: uniéon de cofactores y especificidad del ligando (Brooke
et al 2009).

Los mecanismos propuestos para la generacion de cancer de prostata son varios. Desde la
ingesta de carcindgenos, agentes infecciosos o desbalances hormonales que generen dafio
en este tejido, provocando la formacién de una o varias células tumorales con la capacidad

de generar cancer (De Marzo et al, 2009).
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1.2.1 Historia natural de la enfermedad
El diagndstico de CaP es complicado debido a que esta patologia tiene sintomas similares a

otras, principalmente hiperplasia benigna prostatica y en un menor numero de casos

prostatitis.

1.2.1.1 Desarrollo de cancer de prostata
El desarrollo de CaP tiene tres estadios principales, figura 1.8 (ESSAPharma Inc., 2011):

1) Local: El tumor se encuentra localizado en la prostata y no se ha diseminado a algun
otro tejido.

2) Diseminado: El tumor generé metastasis ya sea a tejidos y/o 6rganos cercanos o
lejanos.

3) Resistente a la castracion (CRPC): Estadio del tumor caracterizado por su
proliferacion en un ambiente falto de andrégenos. El tumor puede estar localizado o
en metastasis. La terapia hormonal ya no es util. Normalmente se presenta este tipo

de CaP en pacientes recurrentes.

>

~7-10 afios ~5 afios . ~1-2 afios

Carga de la enfermedad (PSA)

Cancer local e invasivo Sensible a andrégenos Insensible a andrégenos (CRPC)
Figura 1.8 Progresién de cancer de préstata expresado en niveles de PSA. En la primera y segunda etapa se
encuentra un cancer de lento crecimiento, en la mayoria de los casos, que responde muy bien a los
tratamientos basicos de cirugia, radioterapia, quimioterapia y terapia hormonal. En la tercera etapa se trata
normalmente de recurrencia en la cual el cancer es mas agresivo, resistente a la castracion y normalmente se
encuentra en metastasis. Modificada de ESSAPharma Inc.

1.2.1.2 Sintomatologia y diagnostico

El cancer de prostata, CaP, en sus etapas iniciales no presenta sintomas ya que es el gran
volumen de un tumor avanzado lo que genera el cuadro patolégico que lleva a un paciente
a buscar atencién médica. En la mayoria de los casos de CaP existe un conjunto de
sintomas asociados al padecimiento como (American Cancer Society en linea; Cancer

Research UK en linea):
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i) Volumen reducido de orina, oliguria, o v) Fatiga y/o hipoxia.
incapacidad de orinar, anuria. vi) Taquicardia.

i)  Dificultad para vaciar la vejiga por completo. vij) Anemia.

iii)  Dolor o ardor al orinar.

iv) Hematuria o hematospermia, sangre en los
fluidos expulsados por la uretra.

Ante estos sintomas el médico debera de realizar las pruebas diagndsticas apropiadas

algunas de éstas son (American Cancer Society en linea; Cancer Research UK en linea):

a)
b)

ii.

fii.

d)

Examen digital de prostata
Prueba de antigeno prostatico especifico (PSA)

2.5ng/mL en hombres de menos de 50 afios

3ng/mL en hombres de 50 arios

4ng/mL en hombres de 60 arios

5ng/mL en hombres de 70 arios en adelante
Existen dos tipos de PSA en sangre, el libre y el unido a proteinas. Existe el consenso
general de que un nivel alto de PSA libre, medido a partir del PSA total, significa menor
probabilidad de cancer. Esto es benéfico para el diagnéstico diferencial de otras
patologias ya que se puede dar un aumento de PSA por otras enfermedades.
Ecografia transrectal
Biopsia (transrectal o transperineal). El tejido obtenido de la biopsia es evaluado al
microscopio con base en la escala Gleason. Este parametro se basa en el nivel de
diferenciacion de las células y tiene un puntaje del 1 al 5. El valor mas pequerio se le da a
células observadas con diferenciacion; el valor mas alto se le da a células poco
diferenciadas. Para obtener el puntaje Gleason se eligen dos regiones representativas y

se le asigna un valor a cada region, la suma de estos dos valores es el puntaje como tal.

Estas pruebas son las mas comunes aunque recientemente se han propuesto nuevos

biomarcadores para detectar de manera especifica y sensible lo casos de CaP, pero aun no
se utilizan en la practica comun, como lo son el PCA3 (Marks et al, 2007), TMPRSS2-ERG,
AMACR, SNPs relacionados a cancer de proéstata, células tumorales circulantes y otros mas
(Prensner et al, 2012).
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1.2.1.3 Tratamiento
Dependiendo del avance de la enfermedad es que el médico determina la terapia mas

conveniente para el paciente (American Cancer Society, 2014; Jiménez et al, 2011; National
Cancer Institute, 2014):

Tabla 1. Tratamientos de pacientes con CaP.

Etapa Signos Tratamiento recomendado

Cancer localizado. Bajo puntaje
en la escala de Gleason (6 o
menos) y un bajo nivel de PSA
(10 0 menos)

Vigilancia activa, radioterapia (radiacion externa o braquiterapia), o
prostatectomia radical. Generalmente, estos tumores son de lento
crecimiento, estan localizados y pueden no generar sintomatologia.

Se recomienda un plan de terapia similar al caso anterior: vigilancia activa,
radioterapia o prostatectomia radical. A partir de este estadio y si el paciente
cumple con los requisitos, puede ser parte de un ensayo clinico para un
nuevo tratamiento. De igual manera y si el médico lo considera necesario el
paciente puede comenzar una terapia hormonal antiandrogénica. Los
pacientes pueden no presentar sintomatologia, pero tienen mayor
probabilidad de diseminacion a otras partes del cuerpo.

El cancer no crece mas alla de la

glandula prostatica. El puntaje de

Gleason y los niveles de PSA son
mas altos.

Terapias conjuntas como: radiacion externa y terapia hormonal; radiaciéon
externa y braquiterapia con terapia hormonal; prostatectomia radical y
radioterapia. Pueden someterse a ensayos clinicos si asi lo consideran tanto
el paciente como el médico.

El cancer se ha propagado mas
alla de la prostata pero no ha
invadido otros 6rganos o zonas
del cuerpo. PSA y Gleason altos.

Las terapias convencionales no son una opcion viable. Los tratamientos son:
terapia antiandrogénica, radiacién externa, cirugia (TURP), tratamientos
para la metastasis (denosumab, bifosfonatos o un radiofarmaco),
quimioterapia, puede participar en un ensayo clinico. De igual manera el
tratamiento incluye la prevencion o alivio de otros sintomas derivados por el
progreso de la enfermedad.

El cancer se ha esparcido a otras
v zonas del cuerpo. PSA y Gleason
altos.

Dependiendo del tamafio y la diseminacion del tumor es el tipo de tratamiento, ya sea
farmacolégico y/o quirurgico, que se tendra hacia la enfermedad. La mayor parte de las
terapias son las antiandrogénicas ya que la mayor parte de los pacientes acuden al médico
cuando el tumor ya es avanzado.

En un porcentaje menor de la poblacion con CaP, alrededor del 5%, existe recurrencia.
Como se menciona, la etapa de CPRC es de pacientes recurrentes. Debido al tratamiento
de deplecion de androgenos existen dos vias para que se presente el CPRC: i) Inestabilidad

genodmica ii) Seleccion clonal.

1.2.1.4 Cancer de proéstata resistente a la castracion (CPRC).
Como se menciond previamente, la prostata y sus funciones dependen de la presencia de

hormonas esteroideas: testosterona y DHT; al igual que de su receptor, AR. Normalmente

después de la terapia antiandrogénica, la mayoria de los canceres presentan una remision.
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Aun asi, como se presentd en la figura 8 puede haber una reincidencia del cancer, en el
cual la terapia antiandrogénica ya no es util o viable. El nuevo tumor se forma por células
gue tienen un mecanismo por el cual se han vuelto resistentes a la castracion, es decir que
pueden proliferar en un ambiente falto de andrégenos y resisten la terapia usada en un
inicio (figura 1.9):

i)  Mecanismos de inestabilidad genémica

a) Hipersensibilidad: Hay una mayor cantidad de AR o el receptor muta de tal manera
que reacciona mas facil a cantidades bajas de hormona en el medio (Feldman &
Feldman, 2001).

b) Promiscuidad: El receptor adquiere una mutaciéon que le confiere la capacidad de
interactuar y activarse con otras moléculas esteroideas o de estructura similar
(Feldman & Feldman, 2001).

c)Fosforilacion por otras vias (Forajida, outlaw): El receptor se fosforila por vias alternas
como AKT o MAPK, entre otras (Feldman & Feldman, 2001).

d) Desviacion: Participacion de otras moléculas para evadir la apoptosis, e.g. BCL2.

i) Seleccion clonal: Las células de un tumor no son iguales, algunas presentan
alteraciones en su metabolismo que les confieren mejoras en su capacidad de
sobrevivir en el microambiente (Feldman & Feldman, 2001).

e) Células observadoras: De principio hay células independientes a andrégenos, las

cuales pueden proliferar cuando todas las demas son eliminadas (Feldman & Feldman,
2001).
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Figura 1.9 Mecanismos por los cuales una célula de CaP se vuelve resistente a la castracion. A)
hipersensibilidad, mayor numero de AR o un AR mas activo. B) Promiscuidad, interaccion con moléculas de
estructura similar a androgenos. C) Forajida, fosforilacion de AR por otras vias como Akt o MAPK. D)
Desviacion, activacion de otros genes para su supervivencia. E) Célula observadora, clona de neoplasia que
desde un principio tiene la capacidad de ser resistente a la castracion pero no prolifera tanto como otras
clonas. Modificado de Feldman & Feldman 2001.

1.3 Cancer de prostata y epigenética
El tratamiento de cualquier tipo de cancer puede generar una regresioén del tumor, pero

como se ha mencionado anteriormente, no todas las células del tumor son por regla
idénticas a la célula de origen. En un tumor hay mas de una clona presente; gran parte del
tejido canceroso es de una unica estirpe y en un menor porcentaje hay otras clonas, figura
1.10 (Marusyk et al, 2012). Esto se relaciona estrechamente al modelo de CPRC que
establece la presencia de una célula observadora, independiente de andrégenos desde un
principio pero incapaz de proliferar tan rapido como las sensibles a andrégeno (Gleave,
1991).
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Figura 1.10 Progresion de una neoplasia, metastasis y formacion de diversas clonas. En la parte superior
izquierda se encuentra la célula progenitora que forma dos clonas primarias. Una de ellas adquiere capacidad de
metastasis e invade otros tejidos donde genera un tumor, de igual manera este tumor se forma por varias clonas.
El tumor primario tarda mas en generar otras clonas con capacidad de metastasis. Modificado de Marusyk 2012.

Las células observadoras, mencionadas como modelo de CRPC, pueden tener una
inestabilidad gendmica mas apta para su supervivencia en el ambiente hostil en el que se
encuentran, per se, el paciente en tratamiento. La inestabilidad gendmica se puede dar por:
pérdida de DNA telomérico, pérdida de la integridad gendémica en ciertos sitios
cromosomicos, mutaciones en el DNA, alteraciones en el numero de copias de genes,
hipometilaciéon global en DNA, hipermetilacién de regiones especificas de DNA,
modificacién en las marcas de histona, entre otras (Hanahan & Weinberg, 2011). Los
ultimos tres mecanismos mencionados comprenden cambios en el epigenoma (factores no
asociados a la secuencia de DNA que fungen como reguladores de la expresion génica) de
la célula. Estos cambios son mas dinamicos que la alteracion de la secuencia de DNA, pues

son susceptibles al metabolismo y microambiente de la célula.

1.3.1 Epigenética
Desde hace unas décadas se ha logrado un gran avance en el area de las ciencias

genomicas, sobre todo en la rama de la epigenética. Esta area de la ciencia estudia la
relacidon entre las sefiales ambientales y de desarrollo y su impacto en la determinacion del
fenotipo de una célula. Se trata de un complejo de sistemas de regulacién de la expresion

de varios genes, sistemas que son heredables mitéticamente, preservables y reversibles
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(Riddihough & Zahn, 2010). Los mecanismos que rigen y regulan la diferenciacion de las
células son la base de la epigenética. Existen varios mecanismos de regulacion epigenética:
metilacion del DNA, variantes de histonas, modificaciones de histonas, los complejos
Polycomb y Trithorax, RNAs no codificantes, dinamica nuclear y complejos remodeladores
de la cromatina dependientes de ATP (e.g. SWI/SNF). Todos estos mecanismos son
dinamicos y se alteran rapida y facilmente con la dieta, agentes citotdxicos, estrés, edad y
enfermedades, entre otros (Portela & Esteller, 2010; Feinberg et al, 2006).
La gama de alteraciones epigenéticas sirven como adyuvantes o precursores de
alteraciones genéticas. Por esto se considera que la perturbacion epigenética de células
progenitoras — células capaces de generar mas estirpes celulares, pero de un tipo en
especifico — es un factor determinante para el riesgo de cancer, agresividad y de la
heterogeneidad de la enfermedad. Un modelo descrito por Feinberg y colaboradores explica
la formacion de cancer a partir de alteraciones epigenéticas, figura 1.11 (Feinberg et al,
2006):
i)  Perturbacion de células progenitoras:
Alteracion epigenética que genera células neoplasicas. Se da en genes que ayuden
al desarrollo tumoral. Varios estan relacionados a vias sensibles al microambiente;
E-caderina, B-catenina, conexinas, y APC son las mas comunes. El dano
epigenético es frecuente en células sometidas a estrés agudo o croénico.
ii)  Mutacion inicial:
Se establece la alteracién, activacion o silenciamiento, de un gen y se promueve la
plasticidad de la célula; se puede comenzar a formar un fenotipo neoplasico
iii) Plasticidad genética y epigenética:
Una de las primeras alteraciones en cancer es la hipometilacion del DNA, lo que
provoca relajamiento de centromeros y rearreglo cromosomal. A la par hay
sobreexpresion de proteinas de centrémero, CENPA y CENPH, las cuales podrian
formar nuevas regiones centromeéricas. Otro escenario es la alteracion de un gen
relacionado con modificacion de la cromatina; e.g. la expresion de EZH2 — regula la
marca H3K27me3 — en cancer de proéstata, el cual genera silenciamiento de varios

genes y participa en metastasis.
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Figura 1.11 Progenitor epigenético del cancer. En la primera etapa se da una mutacion en un gen progenitor
de tumores (GPT). La célula progenitora continua dividiéndose y en un punto la activacion del GPT provoca la
activacion de oncogenes (ONC), y el silenciamiento de genes supresores de tumores (GST); ambos cambios
provocan mutaciones en genes de control celular (MGCC) lo cual permite la formaciéon de una célula
neoplasica. Posteriormente la neoplasia puede continuar activando ONC o silenciando GST al tener plasticidad
genética y epigenética. Esto permite que se desarrollen diversas clonas y que se genere cancer, metastasis,
vias alternas de supervivencia y resistencia a farmacos.

En CaP existen cuatro mecanismos epigenéticos de relevancia: metilacion del DNA,
variantes de histonas, miRNA y RNAs largos no codificantes, y modificaciones a histonas
(Valdés-Mora & Clark, 2014).

1.5 Metilaciéon del DNA
La metilacion del DNA es uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados hoy en dia,

ya que se observan alteraciones a este nivel en genes especificos en diferentes patologias.
Este mecanismo de regulacion epigenética consiste en la adicion covalente de un grupo
metilo en el carbono 5 de una citosina (5meC) preferente a un dinucleétido CpG (Suzuki &
Bird, 2008; Valdés-Mora & Clark, 2014). Se han descrito la metilacion en sitios CpA 'y CpT
en células troncales embrionarias, pero no en células diferenciadas (Ramsahoye et al,
2000). Dentro del genoma hay una gran cantidad de sitios CpG, y en algunas regiones
existe un numero superior al esperado de estos sitios, estas regiones se denominan islas
CpG (CGl, CpG islands). Las CGI son regiones de DNA de al menos ~1000 pb con un alto
contenido de bases Gy C (65%) y en la cual se presenta en gran proporcién el par CpG (un
cociente de sitios CpG observados entre esperados de mas de 0,6). Estas regiones, en su
mayoria, se encuentran libres de metilacion tanto en células germinales como en células
somaticas. Las CGl metiladas son normalmente las relacionadas a genes de impronta
gendmica, del cromosoma X inactivo, y de genes expresados unicamente en linea germinal
(Suzuki & Bird, 2008). Otros sitios de interés en cuanto a la metilacion son las bahias CpG,

que son sitios que rodean a la CGl y se encuentran a 2 kb alrededor de esta. Mas alla de

18



las bahias estan los shelves y posterior estan sitios unicos en el “mar abierto”. De igual
manera existen los “barrancos” CpG, similares a las islas en composicion pero cuya
regulacion se da por la alta metilacion de sus bahias y shelves. Las islas, bahias, shelves 'y
los sitios en “mar abierto” son regiones de regulaciéon genética (Edgar et al, 2014).

La adicion de los grupos metilo se da por la accion de las enzimas DNMT (DNA methyl
tranferases) figura 1.12. Existen dos tipos de enzimas DNMT, las de mantenimiento y las de
novo. La DNMT1 es una metil transferasa de mantenimiento, es decir, durante la replicacién
del DNA esta enzima reconoce la hebra hemimetilada y afiade un grupo metilo al sitio CpG
complementario al sitio CpG metilado. La DNMT3a y la DNMT3b son metil transferasas de
novo, tienen la capacidad de metilar DNA sin necesidad de que exista un grupo metilo en la
otra hebra; este proceso es requerido dado que durante la formacién de células germinales
hay una desmetilacion de todo el genoma con excepcidon de ciertos genes. La DNMT3L es
una metil transferasa de novo presente en oogénesis para el establecimiento de la impronta
genomica y ayuda también a la funcion de DNMT3a y 3b. Las DNMT usan como donador de
grupo metilo a SAM (S adenosil metionina) molécula que depende del ciclo del acido félico

para su regeneracion. (Herceg & Vaissiere, 2011; Law & Jacobsen, 2010).
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Figura 1.12 Metilacion del DNA. a) EI DNA se encuentra enrollado en octameros de histonas o nucleosoma.
Este DNA vy las histonas tienen cross talk con otras enzimas y pueden promover o no la metilacion,
compactacion y reparacion de DNA. b) La base que se metila del DNA es la citosina, y ésta adicion ocurre en
el carbono 5 por la acciéon de una DNMT. c) Existen dos tipos de metilacién: de novo (por DNMT3a/b) y de
mantenimiento (DNMT1). d) Esquema de los sitios CpG mas estudiados, de color verde la isla CpG, de color
café y comprendiendo 2000 pb rio arriba o abajo de la isla estan las bahias CpG, de color azul marino y
comprendiendo los siguientes 2000 pb estan los “shelves”, finalmente después de estas regiones esta el “mar
abierto”; los circulos amarillos representan meDNA. Modificado de Day & Sweatt 2010.
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En cancer se han observado dos alteraciones, hipometilacién global del DNA e
hipermetilacion del DNA en regiones promotoras (Portela & Esteller, 2010).

La hipometilacion del DNA ocurre principalmente en regiones repetidas, secuencias muy
comunes en las regiones centroméricas y pericentroméricas, lo cual provoca una
inestabilidad gendmica ya que la metilacion del DNA funciona como marca de represion y
es fundamental en la formacion de heterocromatina (Ehrlich, 2002). Una vez que se pierde
la metilacion se da una desregulacion de varias regiones cromosémicas y se pierde o gana
la expresion de genes.

La hipermetilacion del DNA frecuentemente ocurre en regiones promotoras lo cual genera
silenciamiento de genes, normalmente genes supresores de tumores. Hay tres mecanismos
propuestos para el silenciamiento de genes por medio de metilacién del DNA, meDNA: i)
interrupcion de la transcripcion al evitar la union de Pol Il y factores de transcripcion al sitio
promotor ii) union de MBPs (Methyl Binding Protein) a la region metilada lo cual inhibe la
transcripcion al evitar la unién de factores de transcripcion iii) Union de MBP a la region
metilada lo cual recluta desacetilasas de histona y complejos remodeladores de la
cromatina, que conlleva a la formacion de heterocromatina (Ballestar & Wolffe, 2001).

La meDNA provoca silenciamiento y puede tener otras consecuencias como la
desaminacion de la citosina metilada lo cual genera una timina y un apareamiento erréneo.
Este error se corrige por la via de reparacién de apareamientos errados. Otra manera de
perder la metilacion es por una via pasiva o por una via activa. La desmetilacién pasiva es
la que se genera cuando un componente de la via de metilacién esta inhibido o deletado.
Un ejemplo de desmetilacion pasiva es el uso del farmaco 5-aza-2’-deoxicitidina, DAC, el
cual inhibe a las DNMT. La desmetilacion activa se da por via enzimatica (figura 1.13). Las
proteinas que regulan esta desmetilacion son las TET (Ten Eleven Translocases). Estas
enzimas catalizan la conversién del grupo metii de 5meC a un grupo hidroxilo,
posteriormente a un grupo formil y finalmente a un grupo carboxil. Estas tres bases
oxidadas se pueden remover de la secuencia por las vias de reparacion de DNA, —TDG,
BER, o SMUG1— ya que son reconocidas como errores (Pastor et al, 2013).

La hipermetilacion es un fendmeno caracteristico del cancer. Como se ha descrito
previamente se da preferencialmente en genes que promuevan la plasticidad de la célula,
es decir que ayuden a que la célula gane pluripotencia. Algunas vias afectadas por

hipermetilacion en su regién promotora son la de reparacién de DNA (hMLH1, MGMT), ciclo
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celular (p16(INK4a), p15(INK4b)), apoptosis (DAPK), adherencia celular (CDH1, CDH13),
via Hedgehog (di Magliano & Hebrok, 2003), via GLI, via SMAD, via BER (Vogelstein &
Kinzler, 2004) y via WNT (Reya & Clevers, 2005), entre otras.

Como se menciond anteriormente las vias que se ven afectadas durante el desarrollo de
cancer, descrito por el modelo de progenitor epigenético, son las sensibles a cambios en el
microambiente. La via WNT/B-catenina promueve el silenciamiento o activacion de una
amplia gama de genes asociados a la pluripotencia mediante diversas vias descritas a

continuacion (Holland et al, 2013).

1.6 Via WNT/B-catenina
La via WNT/B-catenina se encarga de regular diferenciacion celular, embriogénesis,

organogénesis adhesion celular, migracion celular, formacién de eje y mesodermo y la
polaridad de los tejidos. Su enfoque hacia la formacion de diversas patologias, cancer entre
ellas, se justifica por su efecto pleiotrépico en una célula (Holland et al, 2013; Huelsken&
Birchmeier, 2001; Huelsken & Behrens, 2002). Esta ruta se divide en dos vias de
sefalizacion principalmente, la via candnica y la via no canonica. La via no candnica se

divide a su vez en la de polaridad de tejido y la dependiente de calcio.

1.6.1 Via canénica
Las sefales de esta via se traducen a través de la familia de receptores Frizzled (Fz) y los

correceptores LRP5/LRP6 activados por la interaccion de Fz con la proteina WNT (figura
1.14). Cuando no hay actividad en esta via, la B-catenina se encuentra en un complejo que
la lleva a degradacion por proteasoma. Cuando se activa la via, la B-catenina queda exenta
de la degradacién y se libera a citoplasma, en donde se acumula. La B-catenina se
transloca a nucleo donde interactua con factores de transcripcion. Este complejo promueve
la transcripcion de genes blanco de la via candnica de la ruta WNT, como lo son FGF20,
DKK1, WISP1, MYC, y CCND1. (Huelsken & Behrens, 2002; Katoh & Katoh, 2007; Reya &
Clevers, 2005). Una asociacién importante de la via candnica es la de B-catenina con el AR.
El receptor de andrégenos aumenta su actividad cuando se encuentra asociado a esta
proteina. De igual manera adquiere la capacidad de responder a otras moléculas
esteroideas como androsteneidiona y estradiol. Por mecanismos similares reduce el

antagonismo por bicalutamida (Truica et al, 2000).
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1.6.2 Via no candnica y via dependiente de Ca**
Al igual que la via canonica, las vias no candnicas se activan por medio de la interaccion de

WNT con los receptores Fz pero usa otros correceptores (figura 1.14). Un grupo de
pequenas proteinas G son moléculas efectoras dependientes de DVL en la via no
canodnica. Las pequefas proteinas G estan asociadas a procesos de reorganizacion de
citoesqueleto durante la invasion y metastasis en cancer. La interaccion con RAC media la
interaccién de profilina y actina resultando en la restructuracion del citoesqueleto y la
gastrulacion. La activacion de esta via promueve la actividad de enzimas que inhiben la ruta
candnica de WNT. La NLK (Nemo Like Kinase) y el NFAT (nuclear factor of activated T-
cells) son las moléculas efectoras de la via no canénica dependiente de Ca®". Esta ruta
ayuda a regular la liberacion de calcio de reticulo endoplasmico (RE). Los niveles elevados
de calcio y DAG activan CDC42, factor importante para la diferenciacion del patron ventral;
también activan la CaMKIl, responsable de la activacion de NFAT que a su vez regula
procesos de sistema inmune, cardiaco, del esqueleto y nervioso (Katoh & Katoh, 2007;
Reya & Clevers, 2005).

Ruta canénica Ruta no candnica
Frizzled @ ‘ ROR2 WNT Frizzled
LRP5 RYK
LRP6 |
I PIP2
DVL \R | DVL
_L DAAM
e —— RAL PK
‘GSK3B/AXIN/APC" G | |
o T . 5 2+ RAC
o liberacién de Ca
— - ( becel v ¥ RHOA
CKloe) —| (- catenity |— ANKRE CAMK < Calmodulina MAPKKK
¥ v ¥
v Legless MAP3K7 Calcineurina MAPKK Reorgz‘;iradén
@ ‘ + + citoesqueleto
TCFLEF b————+— (NLK »  NFAT JNK
FGF20, DKK1 | |
WISP1, MYC, CCND1 l l
— APA =P
Compromiso celular Polaridad del tejido y movimiento celular

Figura 1.14 Esquema de las rutas candnica y no canonica de WNT. En verde se marcan las moléculas que
regulan de manera positiva la ruta candnica. En rojo las moléculas que inhiben la ruta candnica. En naranja
estan las moléculas que participan pero no tienen actividad de regulacion de la via candnica o son parte de
las vias no canodnicas. Las proteinas SFRP interactuan con el receptor Frizzled o con las moléculas WNT
(Katoh & Katoh, 2007; Reya & Clevers, 2005).
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Las vias de WNT son negativamente reguladas por dos tipos de inhibidores especificos:

i) Inhibidores secretados: Las proteinas SFRP1, SFRP2, SFRP3, SFRP4, SFRP5 y
WIF1 que inhiben la interaccion de WNT con el receptor Fz. Las proteinas inhibidoras
DKK1, DKK2, DKK3 y DKK4 interactuan con los correceptores LRP5/6 y provocan su
endocitosis, evitando asi la formacion del complejo WNT-Fz-LRPS5/6.

ii) Inhibidores intracelulares: APC, AXIN1, AXIN2, CKla, GSK3f3

1.7 Familia de proteinas SFRP
Las proteinas SFRP estan estructuradas modularmente. Se encuentran dobladas en dos

dominios independientes; en el extremo N terminal se encuentra un péptido de sefal de
secrecion seguido por un dominio rico en cisteina (CDR). El extremo C terminal tiene
segmentos de residuos con carga positiva y 6 cisteinas que forman 3 puentes disulfuro;
estas caracteristicas forman el modulo NTR (similar al de otras proteinas e.g. WNT).

La funcién principal de las proteinas SFRP es la de regular la via WNT, figura 1.15. Esto lo
hace por medio de cuatro mecanismos: A) interaccion con proteinas WNT, evitando su
union con el receptor Fz, B) interaccion entre proteinas de la familia SFRP con ellas mismas
(regulando actividad una de la otra) C) Senalizacion por el receptor Frizzled a través de la
unién de una proteina SFRP D) formacion de complejos entre proteinas SFRP, frizzzled y
WNT (Bovolenta et al 2008).
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En la mayoria de los casos estos genes tienen una isla CpG (CGl) cercana o dentro de la

region promotora. Para esta investigacion se consideré como la regién promotora a los

nucleotidos contenidos de 0 a -2000 pb del sitio de inicio de la transcripcion. En la tabla 1 se

encuentra una descripcion gendémica de los genes SFRP.

Tabla 2. Familia de genes SFRP

Gen

Caracteristicas

SFRP1

Localizado en el cromosoma 8, en la banda p11.21, cercano al centromero. Es un gen contenido
en la hebra antisentido de una longitud de ~47,500 pb. Contiene 3 exones codificantes que forman
un mMRNA de ~4500pb el cual se traduce a una proteina del mismo nombre con longitud de 314
residuos. Su CGl es de 1288pb, tiene un contenido GC del 70.4% y un contenido CpG de 22.8%;
tiene un cociente de observado/esperado de 0.92. Algunas etiquetas ontolégicas de este gen son
(de acuerdo a la base de datos GO): diferenciacion de osteoblastos, desarrollo del diverticulo
metanefrogénico, somitogenesis, cierre del tubo neural, desarrollo vascular.

SFRP2

Localizado en el cromosoma 4, en la banda q31.3. Es un gen contenido en la hebra antisentido de
una longitud de ~8,500 pb. Contiene 3 exones codificantes que forman un mRNA de ~2000pb el
cual se traduce a una proteina del mismo nombre con longitud de 295 residuos. Su CGI es de
1315pb, tiene un contenido GC del 64.9% y un contenido CpG de 17.0%; su cociente de
observado/esperado es de 0.82. Algunas etiquetas ontolégicas del gen son (de acuerdo a la base
de datos GO): unién a fibronectina, union a integrina, activador de metaloenzimas, uniéon a WNT.

SFRP3

Localizado en el cromosoma 2, en la banda q32.1. Es un gen contenido en la hebra antisentido de
una longitud de ~33,890 pb. Contiene 6 exones codificantes que forman un mRNA de ~3160pb el
cual se traduce a una proteina del mismo nombre con longitud de 325 residuos. Tiene una isla
CpG, de 549pb que se encuentra después del sitio de inicio de la transcripcion y otra antes pero de
menor tamano, 274pb. De la base de datos ENCODE se obtuvo la asociacion de la isla grande
posterior a la marca H3K4me3, y a sitios sensibles a DNAsa, marcas que delimitan el promotor. La
isla pequefia se encontré antes de estas marcas. Analizar la hipermetilacién de las CGl de este
gen no es util ya que en teoria no se asocian al promotor. Algunas etiquetas ontolégicas de este
gen son (de acuerdo a la base de datos GO): unién a proteina, unién a WNT, unién al dominio
PDZ, activacion tipo WNT del receptor Fz.

SFRP4

Localizado en el cromosoma 7, en la banda p14.1. Es un gen contenido en la hebra antisentido de
una longitud de ~119,700 pb. Contiene 6 exones codificantes que pueden formar 3 variantes por
splicing de las cuales el mRNA comun tiene una longitud de ~2950pb el cual se traduce a una
proteina del mismo nombre con longitud de 346 residuos. Su CGI es de 933pb, tiene un contenido
GC del 67.7% y un contenido CpG de 19.7%; su cociente de observado/esperado es de 0.86. El
gen SFRP4 no se trabajé pues en experimentos anteriores de MSP no hubo metilacion diferencial
en el promotor de este gen en muestras de CaP, HPB y PN. Algunas etiquetas ontoldgicas de este
gen son (de acuerdo a la base de datos GO): desarrollo vascular, internalizacion del receptor Fz,
evita la axonogénesis, desarrollo del cerebro, regulacidon negativa de la proliferacion celular.

SFRP5

Localizado en el cromosoma 10, en la banda g24.2. Es un gen contenido en la hebra antisentido
de una longitud de ~5,200 pb. Contiene 3 exones codificantes que forman un mRNA de ~1800pb el
cual se traduce a una proteina del mismo nombre con longitud de 317 residuos. Su CGI es de
943pb, tiene un contenido GC del 69.4% y un contenido CpG de 21.2%; su cociente de
observado/esperado es de 0.88. Algunas etiquetas ontologicas de este gen son (de acuerdo a la
base de datos GO): unioén a proteina, union a proteina WNT, union al dominio PDZ, activacion tipo
WNT del receptor Fz.
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1.8 Genes SFRP y cancer
La familia de genes SFRP ha sido descrita en varios estudios de cancer ya que son

reguladores negativos de la via WNT, via reguladora de funciones celulares que al

encontrarse activadas pueden promover el desarrollo de cancer. Como se describio

anteriormente regulan la vascularizacion (SFRP1 y SFRP4), union a la matriz extracelular

por interaccion con integrinas (SFRP2), inhiben la proliferaciéon (SFRP4) y todas interactuan

con la ruta WNT para regular la 3-catenina.

En varios tipos de cancer se ha visto hipermetilacion en la region promotora de los genes

SFRP:

Tabla 3. Hipermetilacion de la region promotora de genes SFRP en cancer.

SFRPs Tipos de cancer Descritos por

Todos En cancer colorectal, glioblastoma multiforme y céancer | Suzuki et al 2004; Schiefer et
gastrico. al 2014; Nojima et al 2007

SFRP1 En cancer de mama, testiculo, pulmén, hepatocelular, | Fukui et al, 2005; Shih et al,
gastrico y renal (entre otros) 2006; Dahl et al ,2007

SFRP2 En cancer de esofago, en adenomas colorectales y en | Saito et al, 2014; Voorham, et
cancer de colon al, 2013; Wang et al, 2013
Mejor respuesta en cancer de pulmoén al tratamiento de

SFRP5 inhibicion de EGFR-TKI si se encuentra desmetilado. Zhu etal, 2012

En cancer de préstata se han realizado estudios sobre la familia de genes SFRP por

separado:
Gen Estudio Descrito
por
Expresion aumentada de SFRP1 en la respuesta osteolitica en muestras de | Larson et al,
SFRP1 metastasis de CaP en hueso. 2013
Regulacion negativa en cancer de préstata de la actividad del receptor de | Kawano et al,
SFRP1 | andrégenos por interacciéon con SFRP1. Se describié la actividad pero el 2009
mecanismo por el cual lo hace no esta descrito.
SFRP1 Metilacion de genes especificos en CaP, SFRP1 (entre otros). Su uso en conjunto | Lodygin et al,
con COX2y p57 como panel de diagndstico para CaP. 2005
Regulacion negativa de SFRP1 por miR-1260b; cuando se inhibia este miRNA en | Hirata et al,
SFRP1 CaP se observaba una disminucién de la proliferacion celular, invasion, migracion 2014
y actividad de TCF. Se report6 la reexpresion de SFRP1 con tratamientos de
genisteina al provocar desmetilacién y modificaciones de histona.
Diferenciacion entre tumores benignos y malignos basados en la expresion de | O’Hurley et
SFRP2 | SFRP2, al igual que la formacion de diferentes tipos de tumores, solidos al, 2011

(expresion de SFRP2) 6 difusos (no hay expresion de SFRP2).
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SFRP3 inhibe el crecimiento de la linea celular PC3 (CaP insensible a | Zietal, 2005
andrégenos). Modifica la morfologia de la célula y la convierte a un fenotipo

SFRP3 . oo o

menos agresivo. Se encuentra una disminucién en la activacion de AKT, B-

catenina en citoplasma, y actividad de TCF.

SFRP4 Inhibicién de crecimiento e invasién de CaP, localizado o metastasis, sensible o | Horvath et al,
insensible a andrégenos, por SFRP4. 2007

La via WNT se ha asociado al inicio y progresion de CaP. El hecho de que se vean
silenciados genes inhibidores de la via establece la importancia de estos como posibles
supresores de tumores. Esta via también se encuentra asociada con el establecimiento de
metastasis a hueso, presente en el 90% de los pacientes que fallecen por cancer de

préostata (Robinson et al, 2008; Larson et al, 2013).

Estudios previos en laboratorio del Dr. Rodriguez demostraron que existia una expresion
diferencial en los genes de la familia SFRP en muestras de cancer comparadas contra tejido
saludable o hiperplasia (Garcia, P. 2010;) (Figura 1.16). Estos datos se presentan de misma
manera en lineas celulares control, PrEC o PrSC comparadas contra lineas de CaP: LNCaP
y PC3. Esto sugiere que existe una regulacion negativa de los genes durante la progresion
de CaP. Es de interés evaluar los posibles mecanismos por los cuales se da la represion de
los genes de la familia SFRP. Se eligieron los genes SFRP1, SFRP2 y SFRP5, dado que en
experimentos previos, datos no mostrados, se demuestra que existe metilacion diferencial
en estos genes y en SFRP3 y SFRP4 no hay este tipo de regulacién dado que la CGI es

muy pequeina o no presenta evidencias de metilacion, correspondientemente.
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Figura 1.16. 1A) g-RTPCR de SFRP1 para muestras de tejido. 1B) g-RTPCR de SFRP1 para lineas celulares
2A) g-RTPCR de SFRP2 para muestras de tejido. 2B) q-RTPCR de SFRP2 para lineas celulares 3A) g-
RTPCR de SFRP5 para muestras de tejido. 3B) g-RTPCR de SFRP5 para lineas celulares. Hay diferencia
significativa entre PN (prostata normal) y HPB o CaP (hiperplasia benigna prostatica y cancer de préstata) en
cuanto a la expresion de SFRP1 y SFRP5. No hay diferencia en la expresion de SFRP2 en tejidos. En lineas
celulares hay diferencia entre el control principal (PrEC) y LNCaP para la expresion de SFRP1. Para SFRP2 y
SFRP5 hay diferencia entre el control y ambas lineas celulares de CaP, LNCaP y PC3. (Garcia, 2010)
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2 JUSTIFICACION
El cancer de prostata es una enfermedad presente en un porcentaje importante en el

sector salud (15% de los casos de cancer), tanto en el mundo como en México. Los
pacientes con CaP tienen buen prondstico cuando son diagnosticados en etapas
tempranas, sin embargo la mayor parte de los pacientes recurren al médico en etapas mas
avanzadas, en las cuales el tratamiento generalmente sélo prolonga la vida del paciente
algunos anos. En cancer se han descrito diferentes alteraciones de la ruta WNT asociado al
silenciamiento por la hipermetilacion del sitio promotor de los genes SFRP. En CaP, existen
reportes controversiales acerca del estado de metilacion de los genes SFRP. Por lo tanto es
importante realizar estudios acerca de su regulacion, asi como de su participacion en el

proceso carcinogenico.

3 HIPOTESIS
Dado que se ha demostrado que existen alteraciones en la expresion de los genes

SFRP en CaP y estos genes se encuentran hipermetilados en muchos tipos de cancer,
entonces es probable que en CaP estén silenciados por metilacion del DNA en su region

promotora.

4 OBJETIVO GENERAL
Determinar los patrones de metilacion en regiones promotoras de los genes SFRP1,

SFRP2 y SFRP5 en muestras de tejido de prostata y lineas celulares de prostata.

5 OBJETIVOS PARTICULARES
o Determinar la expresién de SFRP1, SFRP2 y SFRP5 en lineas celulares de CaP,

tratadas con 5-aza-2’-deoxicitidina.
o Determinar el estado de metilacion del ADN en la regidn promotora de los genes

SFRP 1, 2, y 5 en muetras de tejido y lineas celulares establecidas.
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6 METODOLOGIA

Transformacion »
de células Extraccion

competentes

de plasmido

Secuenciacion

gPCR de gen de
interés

Figura 6.1 Diagramas de flujo de la metodologia experimental llevada a cabo. A la izquierda el diagrama para
evaluar el estado de metilacién de los genes SFRP1/2/5 y a la derecha el diagrama de flujo para evaluar la

expresion de los genes SFRP1/2/5.

Obtencion de tejidos
Se utilizaron tejidos de pacientes con cancer de prostata (CaP) e hiperplasia prostatica
benigna (HPB), 6 muestras de cada patologia, obtenidas del Hospital General Manuel
Gea Gonzalez con su respectivo consentimiento informado. También se utilizaron 4
muestras de préstatas saludables (PN), provenientes de individuos del servicio médico
forense (SEMEFO). Dado la baja variabilidad esperada en tejido saludable se usaron
s6lo 4 muestras de este tejido.

Cultivo de lineas celulares
Se utilizaron las lineas celulares de CaP: LNCaP y PC3 (ATCC). Como controles: PrEC
y PrSC (LONZA). Cada linea se cultivd bajo las condiciones establecidas por el

proveedor.
Linea celular Presencia de AR Com?mlones Medio de cultivo usado
ambientales
LNCaP, representativa + RPMI con suero fetal bovino al
de un cancer menos 10% y 2g/L de NaHCO;
(mutado) )
avanzado. (Sigma)
PC3, representativa de ) 37°C DMEM con suero fetal bovino
un cancer avanzado. 5% CO, al 10% (Gibco)
PrEGM (Lonza) con SFB al
PreC + 10%
PrsSC + SCBM (Lonza) con SFB al 10%
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1. Expresion de los genes SFRP en lineas celulares tratadas con DAC

Tratamientos con 5-aza-2’-deoxicitidina (DAC)
Estos tratamientos se hicieron con la finalidad de revertir la metilacion en el DNA de las
lineas celulares ya que DAC es un inhibidor de DNMTs y promueve la desmetilaciéon
pasiva.
Se trataron las lineas LNCaP y PC3 con DAC a 5uM durante una semana bajo el
siguiente esquema de trabajo:

Dia Tratamiento
Sembrar 50 000 células de PC3 y 80 000 de LNCaP en placas de 6 pozos.
Realizar triplicados de cada grupo (vehiculo y DAC)
Anadir DAC a los pozos en tratamiento para tener [5 uM].

Cambiar el medio y tratar con DAC.

Cambiar el medio y tratar con DAC.
Recolectar las células y realizar la extraccion de DNA y RNA.

N[OOI WIN —~

Extraccion de RNA
Se realizé la extraccion de RNA de muestras de tejido y de cultivo celular usando RNeasy
Mini kit de Qiagen, siguiendo el protocolo. Primero se lisan las células en amortiguador
con tiocianato y guanidina, que también inactiva RNasas. La adicion de un amortiguador
con etanol permite la adsorcidn de nucledtidos. La centrifugacion posterior permite la
eliminacién de impurezas y de RNAs pequefios (rRNA y tRNA). ElI RNA extraido fue
cuantificado en espectrofotdmetro a una longitud de onda de 260 nm y se realizé un gel

de agarosa al 1.5% para evaluar la integridad del RNA extraido.

Retrotranscripcion
Se usaron 3000 ng de RNA extraido, en cada caso, para realizar una retrotranscripcion
usando la enzima SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (RT) de Invitrogen siguiendo el
protocolo proporcionado. Al final de la fase de retrotranscripcion se inactiva la enzima

por calor.
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q-RTPCR
Con el cDNA obtenido se realizé una PCR cuantitativa (g-RTPCR) usando sondas
TagMan® para evaluar la expresion de los genes SFRP1, SFRP2 y SFRP5 en muestras
de linea celular.
Previamente en laboratorio se habia realizado la g-RTPCR de las muestras de PN, HPB
y CaP, al igual que la de lineas celulares, PrEC, PrSC, LNCaP y PC3.

Analisis de datos de qg-RTPCR
Se determiné la expresidon de los genes por medio de la comparacién con el gen GAPDH
por el método de 2744¢

GraphPad Prism 6.0.

y estos datos se usaron en analisis estadistico usando el software

2. Secuenciacion de DNA transformado con bisulfito de sodio

Extraccion de DNA
Se extrajo el DNA de los tejidos de CaP, HPB y PN y de las lineas celulares de LNCaP,
PC3, PrEC y PrSC usando el kit Ql/Aamp® DNA Mini Kit de QIAGEN vy se sigui6 la
metologia establecida. EL primer paso es el de lisis celular para liberar el material
genético, aqui se eliminan proteinas y otros contaminantes. El segundo paso es el uso de
un amortiguador para promover la retencion de los nucleétidos en la columna. Los
siguientes pasos son para eliminar impurezas retenidas, como proteinas o RNA, usando
dos amortiguadores diferentes. El ultimo paso es el de elucién de DNA.
Se cuantifico en NanoDrop y se evaluo su integridad por electroforesis en gel de agarosa
1.5%.

Tratamiento con bisulfito de sodio
Al DNA extraido se le realizo el tratamiento con bisulfito de sodio usando el kit EZ DNA

Methylation-Gold™ Kit de Zymo Research siguiendo la metodologia indicada. El método

se basa en la conversion de C a U. La muestra de DNA es colocada en condiciones
altamente oxidantes (por la accion del bisulfito de sodio y el alta temperatura) y cualquier
C que no esté metilada es mas susceptible a la pérdida de su amino en posicion 4. La

metilacion de la C en el carbono 5 protege a la base de esto.
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PCR de la region de interés
Con el DNA transformado con bisulfito de sodio se realizé una PCR usando primers
especificos para cada gen. Se uso la enzima HotStartTag® DNA Polymerase de Qiagen
siguiendo la metodologia indicada para la reaccion de amplificacién. Se purifico la

reaccion con MinElute® PCR Purification kit de Qiagen.

Clonacion del producto de PCR en plasmido

-Ligacion y transformacion

Se us6 y se siguio lo establecido en el protocolo del kit p GEM®-T Easy Vector System |
de Promega para insertar el producto de PCR en un vector bacteriano. Este vector se
transformé en la cepa JM109 (bacterias competentes) distribuidas por Promega por
medio de choque térmico.

El método se basa en la insercion del producto de amplificacion en un plasmido que tiene
el operdn lac en su secuencia. Este plasmido esta disefiado para interrumpir la secuencia
de la enzima B-galactosidasa, codificada en lac Z, cuando se ligue un amplicon deseado
al vector. De igual manera cuenta con un gen de resistencia a ampicilina. Cuando se
siembran las bacterias competentes por 24h a 37°C en agar LB adicionado con IPTG
(activador del operdn lac), X-gal (compuesto sensible a la accion de B-galactosidasa) y
ampicilina se obtienen dos fenotipos de colonias de bacteria: colonias blancas y colonias
azules. Las colonias azules al tener actividad de B-galactosidasa no deben de tener
inserto y por lo tanto son negativas. Las colonias blancas tiene presencia de un inserto y

se debe de verificar en gel de agarosa al 1.5% que sea el inserto del peso esperado.

Extraccion de plasmido
Las colonias positivas se sembraron por duplicado en tubos con 5mL de medio (LB) y se
incubaron a 37°C por 24h. Posteriormente se centrifugaron, el medio se decanté y se
resuspendieron en 300uL de agua miliQ. El resuspendido se utilizaba con el protocolo de

Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit de Zymo Research. El método se basa en la retencion del

plasmido en la columna, posterior a la lisis de las bacterias y a su lavado con
amortiguadores que eliminen impurezas. Posterior a esto se realiza la elucion del DNA.
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Secuenciacion
Las muestras de plasmido extraido se llevaron a una concentracion entre 100-150 ng/puL
y se enviaron a secuenciacién en Macrogen Inc. Corea del Sur por el método de Sanger
adaptado a electroforesis capilar. La razéon de amplificar el inserto en plasmido es para
evitar el error que sucede en la secuenciacion para las primeras 100pb. La secuencia
obtenida es mas confiable ya que esta flanqueada por pb que son irrelevantes ya que

pertenecen al plasmido.

Anélisis de los datos de secuenciacion
Los datos de secuenciacion se analizaron con el software BISMA y la informacion de este
analisis fue usada para el estudio estadistico de los resultados usando el software
GraphPad Prism 6.0.

33



7. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Metilacién y expresion de SFRP1
A partir de los datos obtenidos de secuenciacion se realizé un analisis por medio del

software BISMA para evaluar los sitios CpG que presentaran metilacién. De este analisis se
obtuvieron los mapas de calor mostrados en la figura 7.1.1 (y subsecuentes). El color
amarillo denota una baja incidencia de metilacion y el color azul una alta incidencia. De los
datos de porcentaje de metilacion obtenidos de este analisis se hicieron las graficas y los
analisis estadisticos pertinentes (todos con una n=6) mostrados en las graficas de barras de
porcentaje de metilacién. El andlisis de expresion de SFRP1, como los otros genes de
interés, por qRT-PCR se realizé estandarizando contra GAPDH mediante AACH.

Como se muestra en la figura 7.1.1 existe una diferencia significativa entre el porcentaje de
metilacion del sitio promotor de las muestras de préstata normal y las muestras de CaP. Se
encontro diferencia entre HPB vs CaP (p=0.0090, correccion de Tukey, no mostrado en la
figura) pero no entre HPB vs PN. Esto sugiere que la metilacion diferencial del gen SFRP1
es caracteristica de una neoplasia maligna.

La expresion de SFRP1 en HPB y CaP fue diferente contra PN. Por lo tanto una
caracteristica importante del desarrollo tumoral, ya sea benigno o maligno, es la pérdida de
expresion de SFRP1. Esto se puede adjudicar a la regulacién negativa de SFRP1 de la
angiogénesis. Una inhibicion de SFRP1 promoveria la formacion de nuevos vasos
sanguineos, necesarios para el crecimiento de la neoplasia (Ezan et al, 2004; Hu et al,
2009).

El hecho de que exista un silenciamiento de SFRP1 en HPB, pero no se encuentre una
hipermetilacion en el sitio promotor sugiere que existe otro mecanismo de silenciamiento.
Hasta la fecha se han establecido otros mecanismos para la formacion de heterocromatina
en la region promotora, ejemplo son la desacetilacion de histonas y la marca de represién
H3K9me3 (trimetilacion de la lisina 9 de la histona 3) el cual podria ser el caso en HPB
(Fuks, 2005), una neoplasia benigna que no presenta fenotipo invasivo y que por lo tanto no
requeriria silenciar de manera mas estable la expresion de SFRP1.

Un mecanismo importante que se deberia de tener en cuenta es la expansién de
heterocromatina constitutiva por la deslocalizacion de regiones centroméricas. Como se
menciono en la introduccion (Feinberg et al, 2006) la sobreexpresion de CENPA y CENPH,

proteinas centroméricas, podrian generar nuevas regiones de heterocromatina. Como se
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menciona en la tabla 2 de la introduccién el gen SFRP1 se encuentra muy cercano al
centromero lo cual lo podria hacer susceptible a ser silenciado por la formacion de un
centromero falso. Esto se podria corroborar realizando una inmunoprecipitacion de la
cromatina contra las proteinas CENPA y CENPH y después evaluando la presencia del gen
SFRP1.
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Figura 7.1.1 A) Mapa de calor de los sitios CpG analizados para metilacion. B) Grafico comparativo en el cual
se observa el porcentaje de metilacion de ADN extraido de préstata normal (PN), hiperplasia benigna (HPB), y
cancer de prostata (CaP). La unica diferencia significativa se encontré entre CaP vs PN. C) g-RTPCR de
SFRP1 para muestras de tejido. Se encuentran diferencias significativas entre PN vs HPB y PN vs CaP.
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Para tener una idea mas clara sobre la metilacion en cancer de préstata en diferentes
etapas del cancer se usaron 4 lineas celulares. PrEC representando un control positivo que
proviene de tejido epitelial de prostata (sitio donde se generan la mayoria de los casos de
CaP, Secretaria de Salud, 2011). Se us6 también la linea PrSC, linea celular proveneniente
de estroma prostatico, como control pero los analisis estadisticos se hicieron siempre contra
PrEC. Representando un estadio temprano de CaP esta LNCaP y un estadio tardio esta
PC3.

En la figura 7.1.2 se observa hipermetilacion en la region promotora de SFRP1 en la linea
celular PC3. A diferencia de LNCaP, PC3 no presenta expresion de AR y es un CaP
resistente a la castracion. Lo que la metilacion en esta region sugiere es que en estadios
avanzados de la enfermedad es necesario el silenciamiento del gen de forma mas estable.
Por lo tanto PC3 regula por meDNA a SFRP1. Los cambios en la expresion se dan solo
entre PrEC vs LNCaP, donde hay un aumento leve del nivel de mSFRP1. En conclusién
LNCaP tiene un mecanismo de silenciamiento diferente a meDNA para el caso de SFRP1.
El tratamiento con DAC, en lineas celulares de mamiferos, propicia la desmetilacion pasiva
del DNA al inhibir a las DNMT. Ambas lineas de CaP mostraron resultados heterogéneos al
someterse a tratamiento con DAC, como se muestra en la figura 7.1.3. La linea celular que
tuvo una desmetilacién fue LNCaP y no se observan cambios significativos en la expresion.
PC3 no tuvo cambios significativos en la metilacion pero si muestra un aumento marcado en
la expresion de SFRP1. Como se establecié antes LNCaP aparentemente no se regula por
metilaciéon, por lo que la pérdida de metilacién en este caso no deberia de ser relevante. El
porcentaje de metilacion de LNCaP es de 2.4% y de LNCaP-DAC es de 1.0%. Esta
diferencia no tiene importancia ya que representa la pérdida de un unico sitio de metilacion,
el cual no esta conservado en ambas muestras como se puede observar en el mapa de
calor de la figura 7.1.2 A. La unica linea celular que podria regularse por meDNA es PC3 al
tener un aumento en la expresion de SFRP1 después del tratamiento con DAC. No es
corroborable este dato dado que el cambio en el porcentaje de metilacién entre la muestra

control y el tratamiento no tienen diferencia significativa.
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Figura 7.1.2 A) Mapa de calor de los sitios CpG analizados para metilacion. B) Grafico comparativo en el cual
se observa el porcentaje de metilacion de DNA extraido de lineas celulares. Hubo diferencia significativa entre
el control PrEC y PC3. C) q-RTPCR de SFRP1 para lineas celulares. Se encuentran diferencias significativas

entre PrEC vs LNCaP.
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Figura 7.1.3 A) Grafico comparativo en el cual se observa el porcentaje de metilacion de DNA extraido de
lineas celulares tratadas con el agente desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina (DAC). Hubo diferencia significativa
entre el LNCaP y su tratamiento LNCaP-DAC. B) g-RTPCR de SFRP1 para lineas celulares tratadas con DAC.
Se encuentran diferencias significativas entre PC3 vs PC3-DAC.
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7.2 Metilacidon y expresion de SFRP2

En muestras de tejido nuevamente la diferencia significativa de porcentaje de metilacion se
observo entre PN vs CaP como se muestra en la figura 7.2.1. En los analisis de expresion
no hay diferencias entre ningun grupo. Se pueden apreciar tendencias, una disminucion en
HPB, pero PN y CaP tienen niveles muy similares de SFRP2. Se puede observar una
tendencia entre los valores de las medias; PN tiene el valor mas alto de expresion (3.560),
seguido de CaP (2.285) y el mas bajo es de HPB (1.274). La razén de tener valores tan
dispersos de expresién podria deberse a que el silenciamiento de SFRPZ2 no presenta una
ventaja significativa para la neoplasia, aunque esta reportado que SFRP2 esta silenciado en
tipos de cancer mas agresivos (O’Hurley et al, 2011). Se observo también la diferencia
significativa (p=0.0028, correccion por Tukey) entre la metilacion de HPB vs CaP, y se
puede concluir que esta metilaciéon (en SFRPZ2) también es caracteristica de neoplasias
benignas aunque no regula la expresion.

Otro punto de analisis importante es que SFRP2 se asocia a la unidn de la célula a la matriz
celular, el hecho de que las muestras fueran extraidas de un tumor sélido podria responder
a la diversidad en los resultados. Un tumor soélido como tal no se ha diseminado por lo que
todavia se encuentra asociado a su matriz celular y debe de tener una expresiéon adecuada
de SFRP2. Las muestras de cancer que presentaban bajos niveles de SFRP2 podrian ser
de tumores con mayor capacidad invasiva o regiones del tumor que tenian una mayor
poblacion con potencial de metastasis. Debido a que no se cuentan con los datos

histologicos de las muestras de CaP no se puede ahondar en este analisis.
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Figura 7.2.1. A) Mapa de calor de los sitios CpG analizados para metilacion. B) Grafico comparativo en el cual
se observa el porcentaje de metilacion de ADN extraido de préstata normal (PN), hiperplasia benigna (HPB), y
cancer de prostata (CaP). La unica diferencia significativa se encontré entre CaP y PN. C) g-RTPCR de
SFRP2 para muestras de tejido. No hay diferencias significativas entre el control y las enfermedades.

Para las lineas celulares las muestras no presentan una metilacién diferencial al ser
comparadas con PrEC como se ve en la figura 7.2.2. Usando el segundo control, PrSC, se
obtuvo una diferencia significativa (p=0,0830, correccién por Dunnet) con PC3. Se observa
en lineas celulares que SFRP2 esta metilado preferentemente, incluso en tejido sano. La
expresion del gen se da principalmente en PrEC; este resultado es de esperarse ya que las
lineas celulares son de metastasis a diferentes tejidos, lo cual corrobora de cierta manera
que para mejorar o establecer la capacidad invasiva del tumor es necesario el
silenciamiento de SFRP2.
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Figura 7.2.2 A) Mapa de calor de los sitios CpG analizados para metilacion. B) Grafico comparativo en el cual
se observa el porcentaje de metilacion de DNA extraido de lineas celulares. No hay diferencias significativas
entre el control, PrEC, y las lineas de CaP. C) q-RTPCR de SFRP2 en lineas celulares. Hay diferencias
significativas entre PrEC vs LNCaP y PrEC vs PC3.

En la figura 7.2.3 se tienen datos sin correlacion directa. En la grafica de porcentaje de
metilacion no se observan cambios entre los grupos control y sus tratamientos. Incluso la
tendencia de PC3 vs PC3-DAC es de promover la metilacion, sin tener relevancia
estadistica. Los datos de expresion tienen menos dispersion y se observa que PC3
recupera la expresion de SFRP2 después del tratamiento con DAC. De manera similar,

LNCaP tiene la tendencia de ganar expresién posterior al tratamiento con DAC.
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Figura 7.2.3 A) Grafico comparativo en el cual se observa el porcentaje de metilacion de DNA extraido de
lineas celulares tratadas con el agente desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina (DAC). No hubo diferencia
significativa entre los tratamientos y los controles. B) q-RTPCR de SFRP2 en lineas celulares de préstata
tratadas con DAC. Hay diferencias significativas entre PC3 vs PC3-DAC.

7.3 Metilaciéon y expresion de SFRP5

En SFRP5 hubo diferencia significativa en la metilacion entre PN vs CaP. La expresion de
SFRP5 se pierde en CaP y HPB por completo, similar al caso de SFRP1. Por lo tanto se
concluye que la metilacion de SFRP5 es un buen parametro de diferenciacion entre un
tejido normal y uno neoplasico. De igual manera hay diferencia significativa (p=0.0169,
correccion por Tukey, no se marca en la figura) entre la metilacion de HPB vs CaP, por lo
que se puede concluir que esta metilacion también es caracteristica de neoplasias

malignas.
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Figura 7.3.1 A) Mapa de calor de los sitios CpG analizados para metilaciéon. B) Grafico comparativo en el cual
se observa el porcentaje de metilacién de ADN extraido de préstata normal (PN), hiperplasia benigna (HPB), y
cancer de prostata (CaP). La unica diferencia significativa se encontré entre PN vs CaP. C) g-RTPCR de
SFRPS5 para muestras de tejido. Se encuentran diferencias significativas entre PN vs HPB y PN vs CaP.

En la figura 7.3.2 se muestran los resultados para las lineas celulares. Hubo diferencias
entre la metilacion del control principal contra las lineas de CaP, LNCaP y PC3. En la
expresion sucedié lo mismo, ocurriendo una pérdida de SFRP5 en LNCaP y PC3. Esto
sugiere que SFRP5 es un gen de silenciamiento necesario para el desarrollo de cancer sin
importar el estadio o capacidad de invasion.

En cuanto a los tratamientos en ambas lineas se pierde la metilacion en la region analizada
del promotor como se muestra en la figura 7.3.3. Solo en PC3 se recupera la expresion.
Aunque se puede apreciar una tendencia de recuperacion en LNCaP-DAC, no se puede
hipotetizar nada debido a que la ganancia de expresidon es minima comparada con la
ganancia de expresion obtenida por PC3-DAC. Se puede establecer que LNCaP no regula

SFRP5 por metilacion en tanto que PC3 si.
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Figura 7.3.2 A) Mapa de calor de los sitios CpG analizados para metilacion. B) Grafico comparativo en el cual
se observa el porcentaje de metilacion de DNA extraido de lineas celulares. Hubo diferencia significativa entre
el control PrEC vs LNCaP y PrEC vs PC3. C) g-RTPCR de SFRP5 en lineas celulares de prostata. Hay

diferencias significativas entre PrEC vs LNCaP y PrEC vs PC3.
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Figura 7.3.3 A) Gréfico comparativo en el cual se observa el porcentaje de metilacion de DNA extraido de
lineas celulares y sus tratamientos con el agente desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina. Hubo diferencia
significativa entre LNCap vs LNCaP-DAC y entre PC3 vs PC3-DAC. B) g-RTPCR de SFRP5 en lineas
celulares y sus tratamientos con DAC. Hay diferencias entre PC3 y PC3-DAC.
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7.4 Silenciamiento por hipermetilacién del promotor de genes SFRP
Se encuentra reportado que un regulador positivo de la via WNT/B-catenina es TGF-

. Esta molécula evita la degradacién de B-catenina (sin interactuar con Fz) y por lo tanto
permite la activacion de la via (Attisano & Wrana, 2013; Zhou, 2011). TGF- B es de
importancia ya que se le considera como una molécula encargada de que el tumor evada al
sistema inmune durante la formacién inicial de los tumores, caracteristica importante de
células cancerigenas. Dado que el sistema inmune se encuentra atacando células
cancerosas, estas estan sometidas a un estrés constante y a ciertas sefales moleculares.
La activacion de la via WNT/B-catenina por TGF- puede generar por alguin mecanismo la
represion de los inhibidores de la via (Mittal et al, 2014; Hanahan & Weinberg, 2011). Un
experimento por realizar es evaluar el efecto que tiene TGF-B sobre la metilacion de la
region promotora de los genes SFRP en estadios de cancer libres de metilacién en su
region promotora. Un modelo adecuado seria LNCaP dados los resultados experimentales.
En un estudio similar Perry y colaboradores establecieron resultados congruentes, en tanto
a SFRP1y 5, con lo reportado en esta investigacion. La metilacion de genes SFRP es un
proceso de relevancia en CaP y es reversible en modelos in vitro bajo tratamiento con
agentes desmetilantes como DAC. En la cohorte que ellos estudian so6lo encuentran
relevancia de SFRPZ2 y establecen que existe una expresion de este gen en tejido sano y
neoplasico pero no en lineas celulares de CaP (Perry et al, 2013). Esto contrasta en el
hecho de que los resultados de expresion mostrados en la figura 7.2.1 muestran una
pérdida en la expresion de SFRP2 al menos para HPB.

El hecho de que los genes SFRP1, 2y 5 tengan metilacion diferencial en CaP vs PN o HPB
podria resultar util para su uso en paneles de diagnostico. Se debe de aumentar el numero
de tumores a evaluar para poder validar estos tres genes como biomarcadores de cancer.
No sélo se debe de evaluar la metilacion en su regidn promotora sino considerar de igual
manera otros mecanismos de silenciamiento (marcas de histona, formaciéon de

heterocromatina, remodelacion de la cromatina —afectando enhancers—, entre otros).
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8. CONCLUSIONES

Se determiné que en CaP SFRP1, 2 y 5 tienen hipermetilacion en su region
promotora en comparacion con PN y HPB.

En cuanto a los estadios de CaP, representados por LNCaP (temprano) y PC3
(tardio) se establecié que en etapas tempranas deben existir otros mecanismos de
silenciamiento de los genes SFRP1, 2y 5 ya que no presentan hipermetilacion pero
si existe una disminucion en su expresion.

En PC3 todos los casos de tratamiento con DAC tuvieron un aumento en la expresion
de los genes candidato. Solo SFRPS tuvo el perfil esperado teniendo una disminucion
en su metilaciéon y un aumento en su expresion, por lo que es el unico gen del que se
puede concluir que es regulado por meDNA en su region promotora. En SFRP1 y
SFRP2 no hay una diferencia significativa por lo cual el aumento en la expresiéon no
es por la desmetilacién en la regidn promotora sino por algun efecto indirecto del

tratamiento.
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9. PERSPECTIVAS

o Determinar otros mecanismos epigenéticos que puedan estar silenciando los genes
SFRP.
e Marcas de histona (H3K9me3 —heterocromatina constitutiva—, H3K27me3 —
heterocromatina facultativa—)
e Formacion de centromeros falsos, presencia de CENPA y/o CENPH.

e Desacetilacion de histonas.

o Realizar experimentos in vivo para evaluar las propiedades anti tumorales de los
genes SFRP1 y SFRP2 ya que se han asociado a capacidad de invasion, SFRP1
inhibe angiogénesis y SFRPZ2 permite la union a matriz celular.

e Crecer los tumores en modelos in vivo, rata o ratén, y evaluar la
vascularizacion del tumor (en presencia o ausencia de SFRP1) y la capacidad

de metastasis (presencia o ausencia de SFRP2).
o Evaluar el papel de TGF-3 en la metilacion de los genes SFRP.
o Realizar un mayor muestreo de pacientes con CaP y HPB para determinar si los

genes en verdad pueden ser usados en un panel diagndstico. Realizar analisis de

expresion y metilacion de la region promotora.
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ANEXOS
A continuacion se muestran geles representativos de las metodologias llevadas a cabo en el

proyecto de investigacion. No se muestran todos los geles realizados.

» R e R s L m{f‘. § —
. PN __HPB P . it : o
=-a e CF e Figura |. Gel de integridad del DNA.
L " - Este tipo de geles se realizaron para las
L e extracciones de DNA para evaluar que
' ' - \ h ' no hubiera degradacién de los acidos
; ' nucleicos.
— R
LNCaPV-S1 LNCaPDAC-S1 | prec.so Figura Il. Foto de presencia y ausencia
] .
=/ ™ Rt B Al IE B s e T de inserto. Imagen de un gel en el que
- " se verificaba la presencia del inserto en
las colonias de bacterias elegidas como
B PC3V-S2 p03|.t|vas. En el segtlmdo y tercer .c.arrll
se tienen dos colonias falsas positivas
= caracteristicas por no tener el peso
[ e v v B - e ay oy v ’
— esperado. En estos casos se elegian
otras colonias positivas para suplantar
los errores.
-:ﬂh L';»-—.Jt-: - e, e QAR g |
= ol Rkl kel Y -
a‘l‘l ﬁ”‘m R 2 R =:
=1 Figura lll. Insertos de SFRP1, 2y 5.
— ou " oY oo B . Gel de verificacién de inserto donde se
Twmmemss . muestra de manera diferencial la
SFRP1 SFRP2 SFRPS presencia de los tres genes y como

migran diferente por el peso de su
secuencia: SFRP1 con 487pb, SFRP2
con 361pb y SFRP5 con 316pb.
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PCR fuera exitosa.

Figura IV. Amplificacién de
region interés, PCR. Gel para

verificar que la reaccién de

Figura V. Gel de integridad de RNA. Este
tipo de geles se realizé con el RNA extraido
para evaluar la integridad de los &cidos
nucleicos y que fueran utiles para su uso en
métodos posteriores.

De izquierda a derecha: PC3-V1, PC3-V2,
PC3-v3, PC3-DAC1, PC3-DAC2, PC3-
DAC3, PC3-T1, PC3-T2, PC3-T3, PC3-
DAC/T1, PC3-DAC/T2, PC3-DAC/TS.

Tabla | Disefio de primers. Los primers usados debian de contener parte de la CGl, no tener pares

CpG y encontrarse dentro del sitio promotor. El sitio promotor se establecié de 0 a -2000 pb a partir

del sitio de inicio de la transcripcion.

Gen Forward Reverse Tm(°C)
SFRP1 | CTACAAAAAAATAATACTACCCAACCTACT TTTATTTTGGGGTTTGGAGGTTT 52
SFRP2 AAACAACAAACAAAAAAACCTAACC TTTTATTTATGTTTGGTAATTTAGTAGAAA 50
SFRP5 CCTAACCCCAACTCCAAAAC TAGGGAGTTTTGGGGAGAAA 52
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