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1. Resumen

El cancer de préstata (CaP) es en México la primera causa de mortalidad por neoplasia en
hombres, una de las principales causas del alto indice de mortalidad a causa de CaP es la
falta de prevencion por parte de los varones, lo que no permite que el cancer sea detectado
en sus etapas tempranas, con lo que el tratamiento y el diagndstico empeora segun el
estado de la enfermedad (CDC, 2013; National Cancer Institute, 2014).

Los andrégenos juegan un papel fundamental en el desarrollo tanto de las células sanas
como de las cancerigenas en la préstata, promoviendo su proliferacion y disminuyendo su
tasa apoptotica (Bennett et al., 2010). Si el CaP es diagnosticado cuando el tumor se
encuentra confinado en la glandula prostatica, este se extrae quirirgicamente; si el cancer
es diagnosticado una vez que ha invadido otros tejidos fuera de la préstata, el tratamiento
de primera eleccion es el bloqueo androgénico maximo. Sin embargo la mayoria de los
pacientes desarrollan resistencia al tratamiento después de aproximadamente 24 meses,
con lo que incrementa la concentracion del antigeno prostatico especifico (APE) sanguineo
y el tamano del tumor, ésta etapa es conocida como Cancer de Prostata Resistente a la
Castracion (CRPC) en donde la media de supervivencia no supera un afo con

quimioterapia (Epstein et al., 2014).

En la mayoria de los casos de CRPC se ha observado un incremento significativo en la
poblacion de células neuroenddcrinas (NE), por lo que se han propuesto diversos
mecanismos para explicar el aumento de esta poblacion, entre ellos la transdiferenciacion
de células luminales a células con un fenotipo NE-like (similar a células neuroendécrinas)

en un medio sin androgenos (Beltran et al., 2014).

El objetivo de esta tesis fue establecer y estandarizar un modelo in vitro de la
transdiferenciacion neuroenddcrina, al determinar el tiempo en que una linea celular
derivada de cancer de préstata (LNCaP) sufre un mayor cambio en su fenotipo después de
su transfeccion con un ARN pequeno de interferencia dirigido contra el mRNA de AR (siAR),
transformandose en una célula NE-like, para poder emplearlo para realizar estudios
genomicos en busca de nuevos blancos para el tratamiento de la enfermedad. Se evalué la
expresion del AR, de un gen cuya expresion depende de la actividad del AR (antigeno
prostatico especifico), y un marcador neuroenddcrino (enolasa 2), ademas se evalué la
expresion de la glutamato descarboxilasa 1 al proponerlo como candidato a marcador de la

transdiferenciacion neuroenddcrina; para ello se extrajo el RNA total de las células y se



realizé la retrotranscripcion a cDNA para poder llevar a cabo la gqPCR usando sondas

TaqMan.

Se concluyd que los tiempos adecuados para analizar el proceso de transdiferenciaciéon
neuroenddcrina fueron a las 48, 72 y 96 horas después de la transfeccion; el control (grupo
FBS) del experimento son células LNCaP en medio RPMI + 10% FBS, y que el control
negativo (un siRNA con secuencia azarosa) es un buen control de la transfeccién hasta las
72 horas, ya que las células empiezan a desarrollar el fenotipo NE-like. Ademas de que la
expresion de la enzima glutamato descarboxilasa 1 (GAD1), aumenté conforme pasaba el
tiempo después de la transfeccion, siendo significativa desde las 24 horas después de la

transfeccion.



2. Introduccién

2.1 La prostata

La préstata es una glandula que forma parte del aparato reproductor masculino, se situa
justo debajo de la vejiga, envolviendo la uretra, delante del recto, mide aproximadamente 4
cm de ancho, 3 cm de alto, y 2 cm de profundidad. Anatdmicamente se divide en cinco
I6bulos (anterior, medio, posterior y dos laterales); ademas existe otro sistema de divisién
en el que se correlacionan sus caracteristicas fisiolégicas y patoldgicas, dividiéndose la
préstata en la zona periférica, central, transicional, periuretral y el estroma fibromuscular (el

cual forma la capsula) (Figura 1) (De Marzo et al., 2007).

Uretra

a Zona central

b Zona fibromuscular
¢ Zona de transicién
d Zona periférica

e Zona periuretral

Conducto Eyaculatorio

Figura 1. Posicién y anatomia de la prostata. En la zona periférica se desarrollan el
68%de los casos de cancer, en la zona central un 8%, y en la zona de transicion un 24%,
ademas de que aqui se desarrolla la mayoria de los casos de Hiperplasia Prostética
Benigna (Modificada de De Marzo et al., 2007).

211 Histologia de la prostata

La prostata es un complejo dividido por la membrana basal en dos compartimentos, el
estroma fibromuscular y el epitelio glandular o parénquima (Figura 2). El estroma
fibromuscular consiste en una matriz de tejido conectivo formado por una amplia variedad
celular, como fibroblastos, linfocitos, macréfagos y células de musculo liso. El epitelio
glandular esta inmerso en una matriz de tejido conectivo organizado por glandulas que se

ramifican desde la uretra hasta los acinos secretores, esta compuesto por tres tipos
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celulares: células epiteliales luminales, células basales y células neuroenddcrinas (NE)

(Ramirez-Balderrama et al., 2013).
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Figura 2. Estructura celular de la préstata (Modificada de Czyz et al.., 2012).

Las células epiteliales luminales son las mas numerosas, estan diferenciadas y secretan
una proteina llamada antigeno prostatico especifico (APE) y fosfatasa acida a la luz
glandular; ademas expresan niveles elevados de otra molécula llamada Receptor de
Andrégenos (AR). Las células epiteliales basales estan poco diferenciadas, no tienen
actividad secretora, expresan bajos niveles de AR y son independientes de andrégenos.
Las células NE, estan terminalmente diferenciadas, quiescentes, insensibles a andrégenos
y tienen un papel fundamental en el crecimiento, mantenimiento y proliferacién de las
células adyacentes a través de mecanismos paracrinos (Ramirez-Balderrama et al., 2013).
Las células NE producen el neurotransmisor GABA (acido gamma-aminobutirico) (Erdd et
al., 1982; Young y Bordey, 2009) y expresan una serie de proteinas neuronales incluyendo
enolasa neuronal especifica (ENO2) y cromograninas, ademas de un gran nimero de

neuropéptidos: la bombesina, la neurotensina, la serotonina, la calcitonina, la TSH



(tirotropina), y la PTHrP (proteina relacionada con la hormona paratiroidea) (Abrahamsson,
1999).

La préstata aumenta de tamafio lentamente desde el nacimiento hasta la pubertad (debido
al aumento de testosterona en los varones), se expande rapidamente a los 30 afios,
después de lo cual su tamafo permanece constante hasta los 45 afios, cuando vuelve a
crecer. A medida que los hombres envejecen, la préstata tiende a aumentar de tamano.
Esto puede provocar que la uretra se angoste y disminuya el flujo de orina, a esto se llama

hiperplasia prostatica benigna (HPB) (Tortora y Derrickson, 2014).

Los androgenos (principalmente la 5a-dihidrotestosterona (DHT), un derivado de la
testosterona) activan el Receptor de Androgenos (AR), el cual media la proliferacion celular,
la diferenciacion, la apoptosis y el metabolismo en muchos tejidos, y la actividad secretora
de proteinas tales como el APE dentro de la préstata, desempefando un papel fundamental
en el mantenimiento del tejido y su homeostasis (Nelson et al., 2002); sin embargo también
esta relacionado con el desarrollo de enfermedades como la HPB (Koivisto et al., 2003) y

la formacién y progresion de CaP (Han et al., 2005).

2.1.2 Los androgenos y su papel en el desarrollo de la prostata.

En la pubertad, las células neurosecretoras del hipotalamo aumentan la secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH). Esta hormona, a su vez estimula la
adenohipdfisis para aumentar la secrecidén de las gonadotropinas: la hormona luteinizante
(LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH). La LH estimula las células de Leydig del tejido
intersticial de los testiculos, para secretar testosterona. A través de retroalimentacion
negativa, la testosterona suprime la secrecién de LH por la adenohipdfisis y suprime la

secrecion de GnRH por las células neurosecretoras hipotaldmicas (Figura 3) (Fox, 2011).

La testosterona se sintetiza a partir del colesterol en las células de Leydig y también se
forma a partir de la androstenediona secretada por la corteza suprarrenal. Es soluble en
lipidos y se difunde facilmente fuera de las células intersticiales en el liquido intersticial y
luego en la sangre. La testosterona libre en sangre entra a la célula, y es convertida por la
enzima 5a-reductasa en un andrégeno con una velocidad de disociacion del receptor, la
5a-dihidrotestosterona (DHT); ambos activan el receptor de andrégenos (AR) (Radmayr et
al., 2008).
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Figura 3. Eje hipotalamo hipofisis testiculo (Modificada de Fox, 2011)

Los principales efectos de la activaciéon del AR por andrégenos son:

e El desarrollo prenatal: antes del nacimiento la testosterona estimula el patron
desarrollo de los conductos del sistema reproductivo masculino y el descenso de los

testiculos. La DHT estimula el desarrollo de los genitales externos.

e El desarrollo de caracteres sexuales masculinos: en la pubertad son responsables
del desarrollo y el crecimiento de los 6rganos sexuales masculinos, ademas del

desarrollo de los caracteres sexuales secundarios masculinos.

o Desarrollo de la funcion sexual: contribuyen a la conducta sexual masculina, la
espermatogénesis y la libido, tanto en hombres como en mujeres (la corteza

suprarrenal es la principal fuente de andrégenos en las mujeres).
e El desarrollo, regeneracion y funcionamiento normal de las células prostaticas.

e La estimulacién del anabolismo: estimulan la sintesis de proteinas, este efecto es

evidente en la mayor masa muscular y dsea de los hombres.



e En la vejez, promueve el crecimiento de la zona de transicién de la prostata,
ocasionando problemas urinarios en los hombres al angostarse la uretra y disminuir
el flujo de orina, a esto se llama hiperplasia prostatica benigna (HPB) (Tortora et al.,
2014)

2.2 Receptor de andrégenos

El Receptor de Androgenos (AR) es un miembro de la superfamilia de factores de
transcripcion dependientes de ligandos esteroideos. EI AR es un proteina modular
organizada en dominios funcionales; consiste en un dominio regulatorio N-terminal (NTD),
un dominio de unién a DNA (DBD), un pequeio dominio bisagra (H) y un dominio de unién
a ligando (LBD) (Rahman et al., 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura del Receptor de Andrégenos. (Modificada de Bennett et al., 2010)

El dominio NTD del receptor de andrégenos, cambia su estructura dependiendo de su unién
ya sea con proteinas o con DNA; este dominio funciona como plataforma para reclutar y
ensamblar co-reguladores y miembros de la maquinaria transcripcional; contiene el sitio AF-
1 (funcion de activacién 1) que cuando es separado artificialmente del receptor funciona
independientemente del ligando, creando un receptor constitutivamente activo. El dominio
DBD esrico en cisteinas, contiene dos dedos de zinc, el primero de ellos tiene como funcién
el reconocimiento de los elementos de respuesta a andrégenos (ARE) en los promotores o
enhancers (incrementan la transcripcion) de sus genes blanco (van Royen et al., 2007);
mientras que el segundo dedo de zinc estabiliza la union al DNA e interviene en la
dimerizacion del AR (Schoenmakers et al., 1999). La region bisagra interactua con la
filamina A (una proteina de citoesquelto), facilitando la traslocacion del receptor al nucleo
(Ozanne et al., 2000). El dominio LBD contiene el sitio AF-2 (funcién de activacién 2), el

cual es dependiente de ligando, y una mutacién o pérdida del sitio, disminuye



dramaticamente la actividad transcripcional de AR activado por andrégenos (Bevan et al.,
1999).

La activacién del AR mediante la DHT induce la disociacion del receptor de las proteinas
de choque térmico (HSP), provocando la homodimerizacién del receptor, que promueve el
reclutamiento de cinasas para la fosforilacién de sus residuos de serina lo que permite su
traslocacion al nucleo. Dentro del nucleo, la unién del AR a AREs tejido especificos permite
el reclutamiento de acetiltransferasas de histonas, co-reguladores y la maquinaria
transcripcional (Powell et al., 2004) (Figura 5), induciendo o activando la transcripcion de

genes que regulan funciones de crecimiento y supervivencia celular (Bennett et al., 2010).
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Figura 5. Mecanismo de accién de los andrégenos. La DHT disocia al receptor de las proteinas de choque
térmico (HSP), provocando la homodimerizacién del receptor, translocandose al nucleo. Dentro del nucleo, la
union del AR a AREs tejido especificos permite el reclutamiento de acetiltransferasas de histonas, co-
reguladores y la maquinaria transcripcional, lo que regula la expresién de los genes dependientes de
andrégenos (Modificado de Li y Al-Azzawi, 2009)

Ademas de su rol como factor de transcripcion, el AR promueve vias de senalizacion no

gendmicas, caracterizadas por su velocidad de respuesta (que van desde segundos hasta



minutos). La accion no genémica del AR se origina en la membrana plasmatica o en el
citoplasma, activando receptores acoplados a proteinas G, promoviendo la salida de calcio

al espacio intracelular, y la activacion de proteincinasas (Li y Al-Azzawi, 2009).

El incremento de la actividad del AR se asocia a la union del receptor con distintos tipos de
co-activadores capaces de reclutar otros factores de transcripcion, como acetiltransferasas
de histonas (HAT) relajando la cromatina y uniendo al AR con la maquinaria transcripcional.
Las proteinas asociadas a AR (ARA) son un familia muy grande de co-activadores con
funciones diversas; ARA70 es la mas estudiada y estabiliza la union entre el ligando y el
AR, aumentando su especificidad (Heinlein y Chang, 2002). Por el contrario, los co-
represores del AR inhiben la transcripcién de los genes responsivos a andrégenos, NCoR
y SMRT son los dos ejemplos mas estudiados, ambos, reclutan desacetilasas de histonas

(HDAC), que promueven el empaquetamiento del DNA (Liao et al., 2003).

2.3 Cancer de Prostata (CaP)

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolado de células en el
organismo. Puede aparecer practicamente en cualquier parte del cuerpo. El tumor suele
invadir el tejido circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo.

Cuando el cancer inicia en la prostata es llamado cancer de préstata (CaP) (OMS, 2014).

En el 2011 la principal causa de morbilidad hospitalaria por cancer para los hombres se
debid a las neoplasias en 6rganos digestivos (23.9%), le siguen los tumores en érganos
genitales (12.2%), siendo el de préstata el mas frecuente, y los de 6rganos hematopoyéticos
(9.8%). Segun los datos de la OMS, en México durante el 2010, el cancer de préstata era

la causa numero uno de mortalidad por neoplasias en hombres (Figura 6) (OMS, 2014).

Los tres factores de riesgo mas importantes para desarrolla CaP son la edad, la raza y los
antecedentes familiares (National Cancer Institute, 2014). La edad es un factor de riesgo
importante; el CaP rara vez se ve en los hombres menores de 40 anos y la incidencia
aumenta rapidamente con cada década a partir de entonces. (American Cancer Society,
2014). El riesgo de CaP es mas alto entre las personas de ascendencia africana, de nivel
intermedio entre los caucasicos, y es el mas baja entre los japoneses nativos (Altekruse,

2014). Los resultados de varios estudios gendmicos sugieren que la historia familiar es un



factor de riesgo importante en el cancer de préstata (Stanford y Ostrander, 2013; Bratt, et
al., 2010).

Mexico (2010)

Numero de Muertes por cancer en hombres de todas la edades
(total:33,851)

5,404 (16.0%)

10,565 (31.2%)——

4,301 (12.7%)
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S &
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~————— 2,944 (8.7%)

2,539 (7.5%)
2,090 (6.2%)

Figura 6. Namero de muertes por cancer en hombres de todas la edades en México durante
el 2010. (Modificada de la base de datos de la OMS)

En la zona periférica de la prostata se desarrollan el 68% de los canceres, en la zona central
un 8% y en la zona de transiciéon un 24%; ademas en la zona transicional se desarrollan la
mayoria de los casos de Hiperplasia Prostatica Benigna (De Marzo et al., 2007) (Figura 1).
La deteccidon de cancer en la zona periférica es posible mediante el tacto rectal, mientras
que los tumores que se desarrollan en las zonas central y transicional se valoran mejor con
la ecografia. El 90% de los tumores en CaP son de tipo adenocarcinoma acinar, un tipo de
tumor derivado de la transformacién de células del revestimiento interno en las glandulas

de secrecion externa. Otros tipos mas raros de CaP son:

o El adenocarcinoma ductal, que inicia en las células alineadas en los ductos de la

glandula prostatica.
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o De células escamosas, inicia en las células planas que recubren la glandula

prostatica.

e Tumor carcinoide, inicia en las células del sistema neuroenddécrino (sistema de
células nerviosas y glandulares que sintetizan hormonas y las liberan en el torrente

sanguineo), son extremadamente raros y poco agresivos.

e Sarcoma y carcinoma sarcomatoide, los sarcomas inician en células musculares
que crecen rapidamente, el tipo mas comun en prostata es el leiomiosarcoma. El
carcinoma sarcomatoide es una mezcla de células de sarcoma y de

adenocarcinoma. (Cancer Research UK, 2014)

2.3.1 Historia natural de la enfermedad

Los sintomas del cancer de prdstata son distintos en cada persona, siendo los mas
frecuentes: la dificultad para comenzar a orinar y flujo de orina débil o interrumpido, miccién
nocturna frecuente, dificultad para vaciar la vejiga por completo, dolor al orinar, sangre en
la orina o el semen y dolor persistente en la espalda, las caderas o la pelvis; aunque algunos
hombres no presentan ningun sintoma (CDC, 2013). Los pacientes llegan al urélogo debido
a alguno de los sintomas antes mencionados; el urdlogo solicita al laboratorio una
cuantificacion de antigeno prostatico especifico (APE) en sangre, si un hombre presentaba
una concentracion del APE mayor de 4.0 ng/mL o si se detecta una protuberancia
sospechosa en el examen digital del recto, el médico recomienda una biopsia de la prostata
y un ultrasonido transrectal para determinar si hay cancer de prostata (CDC, 2013; National
Cancer Institute, 2014). Cuando el CaP es detectado en etapas tempranas, este se
encuentra confinado en la glandula prostatica, por lo que generalmente es extirpado por

métodos quirurgicos (prostatectomia radical) (Johns Hopkins Medicine, 2015).

En etapas avanzadas, cuando el cancer ha metastatizado, fuera de la capsula prostatica
hacia el sistema linfatico y la sangre, el tratamiento indicado es el bloqueo de andrégenos
(Denmeade et al., 1996); al igual que las células normales de prostata, las células de CaP
requieren de la actividad del AR activado por andrégenos, para el desarrollo y progresion
del cancer, estimulando el crecimiento de las células cancerosas y disminuyendo su tasa
de apoptosis (hace mas de 70 afos, se encontrd que los niveles de fosfatasa acida se

reducian de manera significativa después de la castraciéon de los pacientes con CaP
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localizado y metastasico, lo que indicaba una dependencia hormonal especifica para
androgenos por CaP) (Huggins y Hodges, 1941). Los farmacos tradicionalmente recetados

actuan:
¢ Reduciendo el nivel de andrégenos circulantes (castracion quimica).

= Analogos de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH): Luprolida y

goserelina.
e Bloqueando la actividad del AR.
= Antagonistas del AR: Flutamida y bicalutamida.

= |nhibidores de la enzima 5a reductasa: Finasterida y dutasterida (Shore et
al., 2012).

Sin embargo, la disminucion de andréogenos no logra erradicar todas las células
cancerigenas, por lo que los pacientes tienden a desarrollar resistencia al tratamiento,
llegando a una etapa de la enfermedad mas avanzada, el cancer de prostata resistente a
la castracion (CRPC) (anteriormente denominado "hormorefractario" o “andrégeno-
independiente") (Feldman y Feldman, 2001; Newling, 2000) (Figura 7).

2.3.1.1 Desarrollo de Cancer de Préstata Resistente a la Castracion (CRPC)

El CRPC se define como la progresion de la enfermedad a pesar de la disminucion de los
niveles de la testosterona en sangre (>5 ng/mL o >1.7nmol/L de APE). El tiempo medio de
la progresion desde el cancer dependiente de andrégenos hasta CRPC, es
aproximadamente de 24 meses y la media de supervivencia es de menos de un afio (Scher
et al., 2004). Aunque los mecanismos exactos que conllevan el desarrollo de CRPC aun
no se conocen, se sabe que surge cuando las células de CaP se adaptan al ambiente sin
androgenos, cambiando a células andrégeno independientes, ya que pueden mantener la
senalizacién del AR a pesar de los niveles bajos de andrégenos o ya no requieren la
activacion por esta via para su supervivencia y proliferacion (Mizokami y Namiki, 2014;
Nouri et al., 2014; Penning, 2015).

La reactivacion del AR es un paso critico en el desarrollo de CRPC, ya que se ha observado

que muchos pacientes con CRPC aun tienen elevacién de APE, lo que implica la presencia
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de AR activado (Nemes et al.,, 2014) (Figura 7). Por ello se han propuesto varios

mecanismos para la reactivacion del receptor:

e Hipersensibilidad. El AR aumenta su capacidad para unirse a niveles inferiores de
andrégenos que circulan dentro del cuerpo, asi como la disminucion del umbral de
andrdégenos necesarios para la proliferacion y supervivencia celular. Se consideran

tres vias de hipersensibilidad:

= Sobreexpresion de AR. Se puede deber a una de las aberraciones genéticas
que ocurren en CRPC (80% de los casos presentan un mayor numero de copias
del gen y 30% exhiben un mayor nivel de expresion) (Waltering et al., 2012;
Morken et al., 2014).

= Aumento de la estabilidad del AR, cuando los niveles de algunos co-activadores
del AR como SRC2, SRC3 y ARA70 aumentan, y los niveles de algunos co-
represores del AR como el Ebp1 (enhancer binding protein) disminuyen, se
facilita la activacion del receptor aun con bajos niveles de andrégenos en

circulacion (Gregory et al., 2001; Chmelar et al., 2007; Zhang et al., 2008).

= Sintesis intracrina de andrégenos, algunas células de CRPC pueden sintetizar
andrégenos por si mismas a partir del colesterol y otros precursores (Mitsiades,
2013; Nelson, 2012).

¢ Mutaciones en el AR, alteraciones estructurales en el receptor, principalmente
mutaciones en LBD, que permiten la activacion independiente de hormonas del AR
inducidas por factores de crecimiento (IGF-I, factor de crecimiento de
queratinocitos, factor de crecimiento epidérmico) y neuropéptidos (neurotensina,
bombesina) (Navarro et al., 2002; Hvamstad et al., 2003).

e Isoformas del AR, variantes de splicing que carecen del LBD, por lo que son

receptores constitutivamente activos (Dehm y Tindall, 2011).

¢ Modificaciones post-traduccionales del AR, la desregulacion del fator de
crecimiento epidérmico, induce la fosforilacion de la Serina 578 del AR (Ponguta et
al., 2008); mientras que la tirosina cinasa Src, fosforila tirosinas del receptor (Guo
et al., 2006), ambas modificaciones son frecuentes en tumores resistentes a

castracion (Knudsen y Penning, 2010)

13



e Otras rutas. Por medio de la activacién de vias que inhiben la apoptosis en ausencia
de androgenos, como la sobreexpresion de BCL2, BCLX o MCL1, genes que

inhiben la apoptosis (Heinlein y Chang, 2004, Rashid y Chaudhary, 2004).

‘ Blogueo de
l Androgenos
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Muerte Celular Y Arresto del Ciclo Celular
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Figura 7. Desarrollo de CRPC. Cuando el cancer ha metastatizado fuera de la capsula prostatica,
el tratamiento indicado es el bloqueo de andrégenos, el cual promueve la muerte celular de las
células dependientes de andrégenos, disminuyendo el tamafio del tumor; sin embargo no todas
las células mueren ya que éstas se adaptan a la deplecion androgénica, lo que conlleva al
desarrollo del Cancer de Prostata Resistente a Androgenos (Modificado de Knudsen y Penning,
2010)

Ademas de la reactivacion del AR en CRPC la progresion de la enfermedad también es
consecuencia de las diferentes clonas de células tumorales que se desarrollan como
respuesta adaptativa de las células de CaP a la terapia, que se dan por procesos de
plasticidad epitelio-mesénquimal (EMP) y de diferenciacion neuroenddécrina (NED) (Nouri
et al., 2014). El término NED se refiere al incremento de células neuroenddcrinas aisladas,

0 en grupos pequenos, en CaP (Sun et al., 2009); NED generalmente se determina por
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medio de la inmunoreactividad de las muestras de tejido de CaP para algunos marcadores
neuroenddcrinos como la enolasa neural especifica o enolasa 2 (ENO2) y la cromogranina
A (di Sant'Agnese, 1992), en pacientes, los niveles elevados de cromogranina A sérica es
un signo altamente relacionado a un mal prondstico (Berruti et al., 2001). Se ha observado
que los niveles de NED en pacientes que han recibido la terapia de deplecion androgénica
por mas de 13 meses son mayores que en aquellos que recibieron terapia por menos de
12 meses (Ito et al., 2001; Hirano et al., 2004). Ademas se ha observado en ensayos in
vivo, que la deplecion androgénica de ratones desnudos con xenoinjertos de lineas
celulares de adenocarcinoma prostatico (LNCaP, PC-295, CWR22, y PC-310), incrementa
el numero de células de CaP que expresan marcadores neuroenddcrinos (Burchardt et al.,
1999; Jongsma et al., 1999; Jongsma et al., 2000; Huss et al., 2004); éste fendbmeno
también ocurre en ratones con xenoinjertos de células de pacientes con CaP (Lin et al.,
2014).

2.31.2 Células Neuroendocrinas en CRPC

En algunos pacientes con CRPC, eventualmente las células de CaP adquieren un fenotipo
independiente del AR, en el que expresan niveles casi nulos del receptor y niveles elevados
de marcadores neuroenddcrinos; como el Cancer de Prostata Neuroenddcrino (NePC) que
es un tipo raro de tumor en cuanto a canceres primarios, pero que se desarrolla con
frecuencia en respuesta al tratamiento de inhibicion de andrégenos (Epstein et al., 2014;
Humphrey, 2012; Mosquera et al., 2013). Las células de NePC son negativas a AR y
positivas a marcadores neuroenddcrinos, consecuencia de la diferenciacion
neuroenddécrina, es diagnosticado en una etapa mas avanzada de la enfermedad, con
metastasis a visceras y es asociado con una esperanza de vida muy corta (Beltran et al.,
2014). Con mayor frecuencia se han observado tumores mixtos, con células tanto positivas

a AR como negativas a AR (Beltran et al., 2014).

Actualmente no hay un consenso sobre el origen de las células presentes en NePC (Figura
8), ya que las células neuroenddécrinas son quiescentes y las células presentes en NePC
tienen una tasa de proliferacion alta; para ello se has propuesto tres posibles mecanismos
por los cuales se lleva a cabo la diferenciacién neuroenddcrina; el primer mecanismo
propuesto dice que las células provienen del sistema neuroenddcrino difuso, y no de las

células embedidas en el epitelio glandular (Helpap y Kollermann, 1999), éste mecanismo
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ha sido descartado por la falta de pruebas, el segundo propone que provienen de la
diferenciacion de células troncales dentro de la prostata, incrementando una poblacion
celular con un fenotipo similar a las células neuroenddécrinas (NE-like) (Maitland y Collins,
2008; Stein et al., 2008); y finalmente el ultimo mecanismo propone la transdiferenciacién
de la células epiteliales a células NE-like, en que una célula totalmente diferenciada puede
cambiar a otro fenotipo totalmente diferenciado sin generar intermediarios troncales
(Carcel-Trullols, 2012), en este caso es una transicion epitelial-neuroendocrina (Wright et
al., 2003; Yuan et al., 2007; Beltran et al., 2014).

Transdiferenciacion NE

Células NE-like o Tumor de Células
Pequefias

Células de
Adenocarcinoma

¥
®\9 :

[Marcadores
Meuraenddcrinas
AR ) tMarcadores Neuroendocrinas
|PSA 4 -AR
/ -PSA

1AR
1PSA

Células

Troncales

Figura 8. Esquema de los dos posibles mecanismos del incremento del fenotipo NE en la progresion del
tumor en CaP. Transdiferenciacién neuronddcrina: Algunas células de adenocarcinoma, después de la
deplecién androgénica, cambian su patron de expresion génica en respuesta a la presion evolutiva,
transdiferenciandose a células NE-like; Diferenciacion de células troncales: células troncales presentes en el
tumor se diferencian en un fenotipo NE-like o epitelial. La sobreexpresion de genes como AURKA y MYCN, asi
como la pérdida de RB en las células NE-like, podrian promover la expansion de las poblaciones de este tipo
celular, formando tumores de células pequefias. (Modificado de Terry y Beltran, 2014)

Las células NE-like comparten similitudes morfolégicas (proyecciones dendriticas), asi
como propiedades bioquimicas con las células neuroenddcrinas normales, incluyendo la
ausencia de AR y APE y la expresion de marcadores neuroenddcrinos como la enolasa
(ENO2), cromogranina A y B, y algunos neuropéptidos: como la bombesina, la
neurotensina, la serotonina, TSH (tirotropina), y la PTHrP (proteina relacionada con la

hormona paratiroidea) que poseen actividad asociada a la proliferacion del tumor, su
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transformacion, y metastasis (Abrahamsson, 1999); también hay diferencias entre estos
tipos celulares, como la expresion de marcadores epiteliales (como la fosfatasa acida
prostatica, la citoqueratinas 8 y 18, moléculas de adhesion y marcadores de proliferacién),
Bcl-2 (un oncogen) y AMACR (un biomarcador de CaP) en células NE-like (Vashchenko y
Abrahamsson, 2005; Yuan et al., 2006), los cuales no se expresan en células NE, sin
embargo, este tipo celular expresa marcadores basales como la citoqueratina 5 (Schalken
y van Leenders, 2003; Hudson, 2004).

Existen diversas evidencias tanto in vivo como in vitro de transdiferenciacion
neuroenddcrina; cuando se inhibe la expresion de AR en la linea celular de adenocarcinoma
prostatico dependiente de andrégenos LNCaP, esta adquiere un fenotipo NE-like,
observado por la presencia de proyecciones similares a dendritas y de granulos
citoplasmaticos (Wright et al., 2003), este fendbmeno también se observa cuando estas
células se mantienen durante largos periodos en un medio libre de andrégenos
(Horoszewicz et al., 1983; Shen et al., 1997; Culig et al., 1999; Zelivianski et al., 2001;
Wright et al., 2003; Yuan et al., 2006), o son expuestas algunas citocinas (IL6, IL8 y EGF
de unién a la heparina) (Mori et al., 2009; Zhu et al., 2014; Chang et al., 2014). Estos
cambios morfolégicos se ven acompanados de un incremento en la expresion de
marcadores neuroendoécrinos y un descenso en los niveles de AR y APE. La diferenciacién
neuroendocrina aumenta conforme empeora el estado del CaP (Guate et al., 1997), y es
mas frecuente en las metastasis 6seas que en el foco del tumor primario, sugiriendo que
durante el proceso de metastasis ocurre transdiferenciacion de las células de CaP (Cheville
et al., 2002).

Mediante estudios comparativos del transcriptoma de adenocarcinoma de prostata y
tumores CRPC con diferenciacién neuroendécrina, se descubrid que proto-oncogenes
como AURKA (Aurora cinasa A) y MYCN se encuentran sobreexpresados en los tumores
de diferenciacién neuroenddcrina, mientras que el supresor de tumor RB (retinoblastoma),

se pierde en este tipo de tumores (Terry y Beltran, 2014).

2.3.2 Neuropéptidos en cancer de prostata

Las células neuroendocrinas se caracterizan por sus granulos neurosecretores, por la

expresion de marcadores neuronales antes mencionados y de neuropéptidos mitogénicos
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como la bombesina (también llamada péptido liberador de gastrina GRP), somatostatina,
calcitonina y PTHrP; la mayoria de los receptores de éstos neuropéptidos estan acoplados
a proteinas G, por lo que dentro de la célula activan la adenilciclasa para aumentar los
niveles de cAMP o la fosfocinasa C para incrementar la concentracion de Ca?* intracelular.
Se sabe que los neuropéptidos funcionan de manera paracrina y autocrina como factores
de crecimiento en algunos tipos de cancer, incluyendo el cancer de préstata (Jongsma et
al., 2000; Yang et al., 2009). En cancer de prostata se ha visto que la bombesina promueve
el crecimiento celular y migraciéon en células PC-3 (Aprikian et al., 1998), mientras que la
bombesina y la neurotensina en LNCaP promueven la independencia de andrégenos (Lee
et al., 2001).

2.3.3 Acido gamma-aminobutirico (GABA) en cancer de préstata

El acido gamma-aminobutirico (GABA) es un importante aminoacido, y el neurotransmisor
inhibidor mas importante del sistema nervioso central, es sintetizado a partir de glutamato,
a partir de la glutamato descarboxilasa (GAD); controla la secrecion en érganos periféricos
y a través de los receptores GABAa afecta el desarrollo celular (proliferacién, migracion y
diferenciacion). Particularmente GABA controla la proliferacién de muchos tipos celulares,
incluyendo las células troncales (Young y Bordey, 2009). Ademas GABA ha surgido como
una molécula de sefalizacion en tumores cerebrales y en la periferia, ademas de controlar

la proliferacion de las células cancerigenas (Szczaurska et al., 2002).

Es sabido que en condiciones normales y en condiciones de CaP en la préstata, existe la
influencia de la via GABAérgica, siendo las células neuroenddcrinas las que producen el
neurotransmisor GABA y tiene receptores GABAA, los cuales se ven sobreexpresados en
NePC, lo que induce la proliferaciéon celular (Napoleone et al., 1990; Ippolito et al., 2006,
Abdul et al., 2008). Los pacientes con CaP metastasico expresan mas GABA y GAD en
comparacion con aquellos sin metastasis o casos con hiperplasia prostatica benigna
(Azuma et al., 2003). Ademas el uso de picrotxin (un antagonista de GABAA) inhibe el
crecimiento de células de CaP y la aplicacion de agonistas de los receptores GABAA a

varias lineas celulares de préstata aumento la tasa de proliferacion (Ippolito et al., 2006).
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3. Justificacion

El cancer de prostata representa en México la primera causa de muerte por neoplasias en
varones, por lo que es muy importante el estudio de los mecanismos que conllevan al
desarrollo de una etapa avanzada de la enfermedad, el cancer de prostata resistente a
castracién (CRPC), el cual representa un mal prondstico para los pacientes. En diversos
estudios se han utilizado lineas celulares de CaP para el estudio de los procesos
moleculares que promueven el crecimiento de células de CRPC, por ejemplo la linea celular
LNCaP la cual es dependiente de andrégenos, sin embargo la disminucion de andrégenos
hace que estas células cambien (transdiferenciacion) a un fenotipo similar a células
neuroenddcrinas (NE-like), al incrementar la expresion de marcadores neuroenddcrinos y
observarse un cambio en la morfologia celular; esto implica que el proceso de
transdiferenciacion neuroendoécrina (NE) representa una respuesta temprana a la
inactivacion de AR en el tratamiento de CaP; por lo que es importante estandarizar un
modelo in vitro de transdiferenciaciéon neuroenddécrina para poder elucidar el mecanismo
por el que se lleva a cabo el proceso, y poder encontrar nuevos marcadores de la
enfermedad para el diagnéstico y nuevos blancos farmacoldgicos para un mejor tratamiento

para los pacientes.

4, Hipotesis

Si se suprime el receptor de andréogenos en células LNCaP, se inducira la
transdiferenciacion neuroendécrina de las células y aumentara la expresion de marcadores

neuroenddcrinos, asi como la disminucion en la expresion de KLK3.
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5. Objetivos
5.3 Objetivo General

Estandarizar el modelo in vitro de transdiferenciacion de células LNCaP a células con un

fenotipo neuroendécrino (NE-like) mediante la supresion del receptor de andrégenos.

54 Obijetivos Particulares
o Estandarizar la transfeccion de un siRNA del AR (siAR) en la linea celular LNCaP.

e Observar los cambios fenotipicos de las células LNCaP a diferentes tiempos de la

transfeccion.

e Determinar los tiempos adecuados de respuesta a la transfeccion mediante la
cuantificacién de la expresién del receptor de andrégenos y uno de los genes cuya

transcripion es activada por el AR, el KLK3, a nivel transcripcional.
e Cuantificar la expresion del marcador neuroenddcrino enolasa 2.

¢ Cuantificar la expresién de la glutamato descarboxilasa, como un posible marcador

de transdiferenciacidon neuroenddcrina.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Cultivo Celular
Para el modelo experimental, se uso la linea celular LNCaP del ATCC (American
Type Culture Collection), son células hipotetraploides, derivadas de metatasis de
carcinoma prostatico al nédulo linfatico; tienen una morfologia epitelial, son positivas
a AR y ER (receptor de estrogenos), son responsivas a la DHT, produce APE y
fosfatasa acida prostatica, son adherentes y no producen una capa celular uniforme,

su tiempo de duplicacion es de 34 horas (Figura 9).

Numero ATCC: CRL-1740
Nombre: LNCaP clona FGC

Baja Densidad Alta Densidad

Figura 9. Células de LNCaP al microscopio. Escala de la barra 100um. Imagen tomada del ATCC.

Para determinar las condiciones necesarias para el control del disefio experimental,
se compar¢ el efecto del medio RPMI sin rojo de fenol + 10% FBS con el efecto del
medio RPMI sin rojo de fenol + 10% CS FBS en las células, durante la transfeccion
de las células con siRNA, se uso RPMI sin rojo de fenol debido a que ya que se ha
observado que el rojo de fenol tiene un parecido estructural con algunos estrégenos
no esteroideos y tiene actividad estrogénica significativa en las concentraciones en
la que se encuentra en el medio de cultivo y las células LNCaP expresan receptor
de estrogenos (Berthois et al.,1986); se siguid el esquema de la Figura 10, utilizando
6 cajas de 6 pozos; al tiempo -72h, a la mitad de los pozos se le cambié por el medio
RPMI sin rojo de fenol + 10% FBS y a la otra mitad por el medio RPMI sin rojo de

fenol + 10% CS FBS. Se siguieron todas la condiciones descritas en el esquema, a
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excepcion de que en el tiempo Oh, solo se cambié el medio a todos los pozos por

RPMI sin rojo de fenol pero sin transfectar; demas que desde el tiempo Oh hasta las

120h, se extrajo el RNA cada 24 horas de cada condicién, por triplicado.

Se sembraron células LNCaP en placas de cultivo celular de 100mm x 20mm
con 8mL de medio RPMI con rojo de fenol (Sigma Aldrich), suplementado
con 10% suero fetal bovino (FBS) (Gibco®), se mantuvieron a 37°C con 5%
de CO..

Se sembraron cajas de 6 pozos con recubrimiento de Poly-D-lisina (Greiner
bio-one), con 150’000 células y 2mL de medio RPMI con rojo de fenol + 10%
FBS por pozo.

48 horas después, se lavaron las células con PBS 1x y se cambié el medio
por RPMI sin rojo de fenol suplementado con 10% FBS tratado con carbén
activado (CS FBS) (Gibco®) (el cual es un suero filtrado con carbén activado,
el cual remueve agentes no polares tal como agentes lipofilicos como virus,
algunos factores de crecimiento, hormonas y citocinas, independientemente
de su peso molecular, este tratamiento tiene poco efecto en los niveles de
sales, glucosa, aminoacidos, etc), se conservaron en este medio por 72

horas.
Para los controles del experimento (FBS) se usaron 3 cajas, a las que no se
les cambio el medio, por lo que se dejaron en medio RPMI sin rojo de fenol

+ 10% FBS durante las siguientes 72 horas.

6.2 Inhibicién del AR

Para abatir la expresion del AR, se transfectaron las células sembradas en
RPMI sin rojo de fenol + 10% CS FBS, con dos diferentes siRNA
comerciales: un control negativo de transfeccion (Negativo) y uno especifico
para el receptor de andrégenos (siAR s1538) (Thermo Fisher Scientific), con
una concentracion final de 12.5nM, con 3uL de reactivo de transfeccion
DharmaFECT 2 Transfection Reagent (Dharmacon), y en un volumen total
de 2mL, usando el medio RPMI sin rojo de fenol y sin ningun tipo de suero
como medio; para cada condicion se evaluaron los tiempos 24, 48, 72, 96 y

120 horas, por triplicado. 24 horas después de la transfeccién se lavaron las
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células con PBS, y se cambié nuevamente el medio por medio RPMI sin rojo
de fenol +10% CS FBS, se cambi6 el medio cada 24 horas con las cajas

restantes.

e Se extrajeron las células de 3 pozos en medio RPMI sin rojo de fenol 10%
FBS el dia de la transfeccion (las muestras obtenidas corresponden al
tiempo 0) con una solucién de Tripsina al 1% (Trypsin 10x de Gibco®), a los
pozos del (control) FBS, se les cambié el medio por RPMI sin rojo de fenol y
sin ningun tipo de suero; 24 horas después de la transfeccion, se lavaron las
células con PBS y se cambié el medio por RPMI sin rojo de fenol + 10% FBS;

se cambié cada 24 horas con las cajas restantes (Figura 10).

6.3 Extraccion de RNA total

Se extrajo RNA total de la células usando el reactivo TRIzol® (Invitrogen™),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada 24 horas se cosecharon las células
del grupo FBS (LNCaP en medio RPMI sin rojo de fenol 10% FBS), las células
transfectadas con siAR (en medio RPMI sin rojo de fenol 10% CS FBS) y las células
transfectadas con el control negativo (en medio RPMI sin rojo de fenol 10% CS
FBS).

« Siembra de 150000 células en 48 pozos
* RPMI con rojo de fenol 10% FBS
-96h + Recubrimiento de Poly-D-lisina

« Cambio de medio
» 5 cajas con RPMI sin rojo de fenol 10% CS FBS (siAR y control negativo)
+ 3 cajas con RPMI sin rojo de fenol 10% FBS (vehiculo)

« Transfeccion
» Alas cajas transfectadas con el siAR y el control negativo se les cambio el medio por RPMI sin
rojo de fenol sin suero.
« Alas cajas del grupo vehiculo se les cambio el medio por RPMI sin rojo de fenol sin suero.
+ Extraccion del RNA de tres pozos del grupo Vehiculo (tiempo 0)

+ Cambio de medio
» Alas cajas transfectadas se les cambio el medio por RPMI sin rojo de fenol 10% CS FBS.
« A las cajas del grupo vehiculo se les cambio el medio por RPMI sin rojo de fenol 10% FBS.
+ Extraccion del RNA de tres pozos de cada grupo (vehiculo, siAR y negativo).

+ Extraccion de RNA
« Extraccion del RNA de tres pozos de cada grupo (vehiculo, siAR y negativo).
» Cambio por medio fresco cada 24 horas.

Figura 10. Esquema para la preparacion de las células para la transfeccion. Se detalla el nUmero de cajas
sembradas por cada grupo experimental, asi como los dias en que se cambiaba el medio de las células.
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Se cuantificé la concentracion de RNA de cada muestra con el NanoDrop ND1000
(Thermo Scientific™) y se conservaron a -80°C. Para conocer la calidad del RNA
obtenido se realizd la electroforesis de 1uL de las muestras del control del
experimento en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. La integridad de
las muestras de RNA, fueron analizadas con el Chip Eukaryote Total RNA Nano
(Agilent) para obtener su RIN (Numero de Integridad del RNA) (Anexo Il). EI RIN es
un algoritmo empleado para calcular la integridad del RNA, a partir de las
mediciones de la subunidades ribosomales 28S y 18S, por medio de
electroferogramas obtenidos con una separacion electroforética en microcapilar
(Schroeder et al., 2006).

6.4 Retrotranscripcion
Se realizé una reaccion de retrotrascripcion, a fin de obtener cDNA a partir de 1ug
de RNA de las muestras, con el kit SuperScript® Il Reverse Transcriptase

(Invitrogen™), siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.5qPCR

Se prepard la reaccion con TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), con 1uL del cDNA obtenido de la retrotranscripcion, siguiendo la
instrucciones del fabricante. Se usaron las sondas TagMan®: Hs02758991 g1
(GAPDH) como control endégeno, Hs00171172_m1 (AR), Hs01105076_m1 (KLK3)
un gen responsivo a la actividad de AR que codifica para la proteina APE,
HS01065893 m1 (GAD1) y Hs00157360_m1 (ENOZ2), estos ultimos como
marcadores neuroenddédrinos. Se llevo a cabo la reaccion en el sistema ViiA™ 7

Real-Time PCR System (Applied Biosystems®).

6.6 Calculo de la expresion relativa de los genes analizados
Por medio del Ct se puede saber en que ciclo la fluorescencia de la reaccion de
gPCR sobrepasa el umbral, y asi poder comparar la expresion de un gen de interés
en funcién de un gen constitutivo (en este caso GAPDH), mediante la diferencia de

ambos valores Ct:
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ACtmuestra = Ctgen de interés — Ctgen constitutivo

Para normalizar los resultados se calcula la diferencia entre los valores de ACt, de

la muestra y el control negativo (tiempo 0):

AACt = ACtyyestra — ACttiempo 0

Finalmente se determina la expresion relativa del gen de interés, calculando el

antilogaritmo base 2 de —AACt:

Expresion relativa del gen de interés: 274ACt

6.7 Analisis Estadistico
A través del programa GraphPad Prism Software, se analizaron los promedios y
desviaciones estandar de las 2 22! calculadas. Se realizé un analisis de ANOVA de

unaviay T de Tukey.
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7. Resultados
71 Cultivo celular en medio suplementado con FBS y CS FBS

Se observaron las células al microscopio, para determinar si habia un cambié en la
morfologia celular. Al tiempo de Oh no hubo ningun cambio evidente. Sin embargo,
incremento la tasa proliferacion en las células con RPMI sin rojo de fenol + 10% CS FBS,
aunque no se cuantificd. Al tiempo 120h se observé un cambié en la morfologia de las
células con RPMI sin rojo de fenol + 10% CS FBS, ya que estas desarrollaban proyecciones

dendriticas (sefialadas con flechas rojas), caracteristicas de las células NE-like (figura 11).

Se extrajo el RNA total de las células, y se compararon los niveles de expresion de los
marcadores epiteliales (AR y KLK3) y neuroenddcrinos (ENO2 y GAD1). La expresion
relativa del AR en células con FBS y en células con CS FBS, no es significativamente
diferente entre ambos grupos al tiempo Oh; en células con FBS disminuyo significativamente
en a partir de las 24h respecto a las muestras del mismo grupo al tiempo Oh. Sin embargo,
no hay diferencia significativa entre las muestras que van desde las 24h hasta las 120h;
mientras que en las células sembradas con CS FBS disminuyen significativamente los
niveles del AR a partir de las 48h respecto a las muestras al tiempo Oh, ademas no hay
diferencia significativa entre las muestras del grupo que van desde el tiempo 48h hasta las
120h (figura 12.a).

En cuanto a la expresion del gen KLK3, en las células sembradas con FBS al tiempo Oh, la
expresion es significativamente diferente al resto de la muestras analizadas, en las células
en FBS, se mantiene una expresion constante del KLK3, al no haber diferencia significativa
entre los valores del grupo que van desde el tiempo 24h hasta las 120h; mientras que en
las células sembradas con CS FBS, lo niveles de KLK3 disminuyeron significativamente
entre las muestras al tiempo Oh y las 24h, ademas no hay diferencia significativa entre las

muestras del grupo que van desde el tiempo 24h hasta las 120h (figura 12.b).

En el caso de la expresion del marcador neuroenddécrino ENO2, en las células en FBS no
hay un incremento significativo en la expresion del gen durante el tiempo monitoreado;
mientras que en las células con CS FBS, la expresion relativa de ENO2 incrementa a partir
de las 96h respecto al tiempo Oh del mismo grupo, aunque estos valores son
significativamente mayores a partir de las 72 h respecto al tiempo Oh del grupo en FBS

(figura 12.c).
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Figura 11. Cambio morfolégico de las células. Comparacion al microscopio entre las células LNCaP en
RPMI sin rojo de fenol con 10% FBS (cuadros superiores) y 10% de CS FBS (imagenes inferiores). Con
flechas rojas se sefialan proyecciones dendriticas.
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Figura 12. Expresion relativa de los genes AR (a), KLK3 (b), ENO 2 (c) y GAD 1 (d), de las células
sembradas en RPMI sin rojo de fenol + 10% FBS (barras negras) y el medio RPMI sin rojo de fenol + 10%
CS FBS (barras grises) n=3.

Para la expresion de GAD1, en las células en FBS no hay un incremento significativo en la
expresion del gen durante el tiempo monitoreado; mientras que en las células con CS FBS,
la expresion relativa de ENO2 incrementa significativamente a partir de las 72h respecto al
tiempo Oh del mismo grupo, aunque estos valores son significativamente mayores a partir
del tiempo Oh respecto al tiempo Oh del grupo en FBS (figura 12.d).

En base a estos resultados se decidié usar las muestras de RNA obtenidas de células
sembradas con RPMI sin rojo de fenol + 10% FBS como control del experimento (grupo
FBS), ya que no hay ningun cambio en su morfologia durante el tiempo monitoreado, y los
valores de expresion relativa de los marcadores epiteliales aunque varian, se mantienen
constantes después de las 24h, una vez que se agrega suero nuevamente al medio;
mientras que los marcadores neuroenddécrinos no aumentan su expresion

significativamente, durante el tiempo en el que se llevara a cabo el resto del experimento.
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Figura 13. Curso temporal de las células transfectadas con siAR, desde las 24 a las 120 horas.
Las proyecciones dendriticas estan sefialadas con flechas rojas. Escala de la barra 100um.
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Figura 14. Curso temporal de las células transfectadas con la secuencia azarosa (control Negativo),
desde las 24 a las 120 horas. Las proyecciones dendriticas estan sefaladas con flechas rojas. Escala de la
barra 100um.
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7.2 Cambios morfoldgicos en la células con el AR silenciado

Para determinar la contribucion del AR en la transdiferenciacién neuroenddcrina, se realizd
la transfeccién de las células LNCaP segun lo descrito en la Figura 9, con un siRNA (siAR)
para disminuir su expresion, paralelamente se transfectaron células con el siRNA de
secuencia azarosa, como control negativo de la transfeccion. El primer parametro que se
comparé fueron los cambios morfolégicos al microscopio, en las células transfectadas con
el siAR, al tiempo Oh no hay cambios morfoldgicos evidentes respecto a las células del
grupo FBS, sin embargo a partir de las 72 h, empezd a observarse un cambio en la
morfologia de algunas células LNCaP, al empezar a formar proyecciones dendriticas, este
cambio es mas notorio a las 120 h (Figura 13). En las células del control negativo, no se
observé cambio en su morfologia hasta las 96 horas, aunque no es tan marcado como en

el caso de las células transfectadas con siAR (Figura 14).

7.3 Expresion relativa del AR y KLK3

Se extrajo el RNA total de las células de los dos grupos experimentales el siAR (células
transfectadas con el siAR en RPMI sin rojo de fenol + 10% CS FBS) y el control negativo
(células transfectadas con una secuencia azarosa en RPMI sin rojo de fenol + 10% CS FBS)
y del grupo FBS (células en RPMI sin rojo de fenol + 10% FBS). Se cuantifico el RNA, y se
realiz6 un RT PCR con 1ug de RNA.

Para poder confirmar la inhibicion del AR, se realizé una qPCR para cuantificar los niveles
de expresion del mRNA del receptor en los tres grupos experimentales; ademas evaluamos
la expresion de un gen responsivo a la actividad del AR al contener un sitio ARE, el gen

KLK3 que se traduce en la proteina del APE.

En la figura 15.a, los niveles de expresién del receptor de andrégenos, en las muestras del
grupo siAR, decrecen a lo largo del ensayo a partir de las 24h, después de la transfeccién
la diferencia entre el grupo siAR y el tiempo 0 es significativa; sin embargo, en el control
(FBS) también decrece a las 24h (durante ese tiempo el medio no tenia suero), siendo
significativo respecto al tiempo 0. La diferencia entre la expresion del grupo siAR y el control
(FBS) a los mismos tiempos, sélo es significativa de las 24 a las 72h. La diferencia entre el

control negativo y el tiempo 0 fue significativa desde las 24 hasta las 72h. Sin embargo, la
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expresion relativa del AR en el control negativo aumentd al tiempo 96 y 120h, siendo
significativo respecto a muestras del mismo grupo en tiempos inferiores, ademas de dejar

de ser significativa la diferencia respecto al tiempo 0.

En el caso del analisis de la expresién del gen KLK3 (figura 15.b), después del tiempo 0
disminuye significativamente la expresién del KLKS, incluso el control FBS (barras negras).
A pesar de que a las 24 horas se restaurd el FBS en el medio, no recupera lo niveles
basales, manteniéndose en por abajo del 40% de expresion relativa respecto al tiempo Oh.
En las células transfectadas con siAR hay una mayor disminucion en los niveles de
expresion de KLK3 (menor al 1% de expresidn relativa en el control FBS) que en las células
del control negativo, aunque la diferencia no es significativa entre los grupos transfectados;
hay una tendencia, tanto en el siAR como en el control negativo, a disminuir la expresion

del KLK3 a lo largo del tiempo post-transfeccion.

7.4 Expresion relativa de los marcadores neuroendocrinos

La expresion de la enolasa 2 aumenta significativamente en las células transfectadas con
el siAR (Figura 16.a), ademas de que esta diferencia es significativa a partir de las 48 h
después de la transfeccion; esta diferencia es clara al comparar con el control FBS y con
las células del control negativo. Sin embargo la expresion de la enolasa 2 en el control
negativo también aumento respecto al control con FBS, aunque la diferencia es significativa
a partir de las 96 h después de la transfeccion, pero sus niveles de expresiéon son

significativamente inferiores que en el grupo siAR.

La expresion de la glutamato descarboxilasa 1 (figura 16.b) incrementé significativamente
desde las 24 h después de la transfeccion en el caso de las células transfectadas con el
SiAR; su expresion a las 120 h es aproximadamente 400 veces mayor que a las 0 horas,
aunque cabe destacar que la expresion de GAD1 en el control FBS, también aumenta a lo
largo del tiempo, siendo a partir de las 96 horas la diferencia es significativa respecto al
tiempo 0. También en el caso de las células del control negativo, hay un incremento en su

expresion, aunque no es significativo hasta las 96 horas.
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8. Discusion

Debido a que el cancer de prdstata en nuestro pais es la primera causa de mortalidad por
neoplasia segun datos de la OMS, es importante su estudio para poder elucidar los
mecanismos que llevan al cancer de prostata resistente a castracién (CRPC), el cual se
desarrolla en respuesta al tratamiento de bloqueo androgénico maximo; en algunos
canceres del tipo CRPC incrementa el niumero de células neuroendécrinas, que como
describié Yang et al. (2009), secretan neuropéptidos que actian como factores de
crecimiento en algunos tipos de cancer. Sin embargo, no se sabe cobmo aumenta el numero
de células neuroenddcrinas si éstas son quiescentes, por lo que se proponen diferentes
caminos por los que se lleva a cabo la diferenciacion neuroenddcrina. El trabajo
desarrollado en esta tesis se enfoco a la teoria de la transdiferenciacion neuroenddcrina,
propuesta por Wright et al. (2003), en donde las células epiteliales cambian a un fenotipo
similar al neuroendocrino (NE-like). Para llevar a cabo métodos genémicos y asi analizar
las diferencias en el transcriptoma durante la transdiferenciacion, es importante
estandarizar un modelo in vitro de transdiferenciacion neuroenddcrina, asi como determinar
los tiempos necesarios para que las células LNCaP cambien su fenotipo mediante un curso

temporal de este fendmeno.

Se selecciond en primer lugar un control (FBS) que fuera confiable para normalizar los
resultados obtenidos de la expresion relativa mediante gPCR, ya que el hecho de que las
células LNCaP estarian mas de 5 dias en un medio RPMI sin rojo de fenol + 10% CS FBS
(un medio libre de hormonas), como Wright et al. (2003) reporté que era posible que estas
empezaran a cambiar su fenotipo a NE-like; por lo que se comparé el efecto del cambio de
suero a FBS o CS FBS, en la expresion de los genes de estudio, para saber si el tiempo en
que las células se mantienen en medio libre de andrégenos es suficiente para que las

células se diferencien.

Al microscopio se identificaron cambios en la morfologia de las células con los distintos
medios utilizados. En el caso del CS FBS, a las 120 horas se desarrollaron proyecciones
similares a dendritas (Figura 11 panel inferior), ademas que a las 0 y 24 h, la expresion del
AR es mayor que en las células que crecen en FBS (Figura 12.a barras grises), aunque a
las 72 h decaen estos niveles, debido a que a las 0 h se retird totalmente el suero del medio
y se reincorporo hasta las 24h; sin embargo, se observa una tendencia al aumento en la

expresion del AR, que corresponde con lo reportado por Morken et al. (2014), en donde la
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célula sobreexpresa el receptor como via de resistencia a la deplecidon androgénica, para

poder captar los andrégenos remanentes en el medio.

Los niveles de KLK3 son bajos en la células con CS FBS (Figura 12.b barras grises), desde
las O h, pero este comportamiento se debe a que el receptor no se encuentra activado por
andrégenos como menciona Powell et al. (2004), y el KLK3 es un gen responsivo al AR, y
s6lo puede ser sintetizado en su presencia al tener 3 sitios AREs en su secuencia, aunque
después de las 24 h estos niveles decaen aun mas, posiblemente es debido a pequefias
cantidades de androgenos que quedan en las células que podian activar el AR, que

disminuyen al paso del tiempo gracias a los lavados diarios con PBS.

Ademas, en la cuantificacion de los marcadores neuroenddécrinos estudiados ENO2 y GAD1
en la células con CS FBS (Figura 12.c y d respectivamente barras grises), se observa un
aumento en la expresién de los transcritos conforme avanza el tiempo en el ensayo. El
aumento de la expresion de los marcadores neuroendocrinos, aunado al cambio en la
morfologia, ya habian sido reportados con anterioridad desde 1983 por Horoszewicz et al.,
pero considerando periodos largos de tiempo (hasta el pase 50), s6lo Wright et al. (2003)

reportan que este proceso se lleve a cabo en una semana.

Aunque los niveles de AR y KLK3 en la células cultivadas con FBS (Figura 12.ay b
respectivamente barras negras) se mantienen por arriba de las células con CS FBS, la
caida en los niveles de expresion de ambos mRNA es significativa, debido a que pasan 24
horas después de la transfeccion las células sin ningun tipo de suero, lo que implica
ausencia de andrégenos y otros factores de crecimiento necesarios para homeostasis
celular, no se esperaba un efecto tan drastico en la expresiéon del receptor en un tiempo tan
corto, aunque si se esperaba un descenso en la expresion de KLK3, debido a que sin
androgenos el AR no se encuentra activado y no se expresan los genes dependientes del
receptor. En el caso de la expresion del marcador ENO2 (Figura 12.c barras negras) en la
células cultivadas con FBS, ésta no cambia significativamente respecto al tiempo; en
cambio la expresion de GADL1 (Figura 12.d barras negras) cambia significativamente a las

72 h respecto a Oh.

No se considerd usar células en FBS como control al tiempo Oh, ya que se buscaba
introducir el minimo de variantes metodolégicas posibles, y tampoco se podia agregar FBS
o CS FBS al tiempo Oh en las células transfectadas, debido a que los factores de

crecimiento que contiene pueden interferir en la transfeccion.
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Las células transfectadas con siAR, cambian significativamente su morfologia a partir de
las 72h después de la transfeccion (Figura 13), observandose en la mayoria de la poblacion
proyecciones dendriticas. Presentan una disminucion significativa de la expresion del AR
(Figura 15.a barras gris medio) a partir de las 24h; sin embargo esta diferencia dejo de ser
significativa a partir de las 96h, con sus similes temporales en FBS, aunque aun son
significativamente diferentes a Oh, por lo que podemos suponer que aun la expresion del

AR se encuentra abatida.

En el caso de las células transfectadas con el control Negativo (Figura 14), se esperaba
que el fenotipo de las células empezara a cambiar a un fenotipo NE-like, debido a los
resultados obtenidos al comparar células en FBS y CS FBS, aunque este cambio se
observé en un tiempo menor (96h) y de manera mas pronunciada (figura 14), con un mayor
numero de proyecciones dendriticas, que en las células sin transfectar en CS FBS a las
120h (figura 10). Ademas se observa un cambio en su expresion de AR (Figura 15.a barras
gris claro), ya que a partir de las 96 horas después de la transfeccion estos comienzan a
subir y ya no son significativamente diferentes al tiempo Oh, probablemente este
comportamiento se deba a que las células se encuentran en un medio sin andrégenos (CS
FBS), y éstas a fin de captar andrégenos, por muy baja que sea la concentracion,
sobreexpresan el receptor, estos resultados ya habian sido reportados a nivel proteinas por
Morken et al. (2014)

En cuanto a la expresion de KLK3 (Figura 15.b barras gris medio para siAR y gris claro para
el control negativo), se observa una disminucion mayor en las células transfectadas con
siAR, ya que la ausencia del receptor hace imposible la expresion del KLK3; también en las
células transfectadas con el control negativo se observa una disminucién en la expresion
de KLK3, debido a que al encontrarse en un medio ausente de andrégenos, el AR no podria
ser activado. Sin embargo, los valores de KLK3 no decrecen tanto como con las células
transfectadas con siAR, debido a que las células transfectadas con el control negativo
siguen expresando el AR (figura 15 a. barras gris claro), por lo que pueden captar trazas de
androgenos del medio, aunque la diferencia entre ambos grupos no es estadisticamente
significativa. El analizar la expresion de este gen, sirvié para corroborar que el modelo
empleado realmente simula un ambiente libre de andrégenos, como en los pacientes que

son castrados quimicamente y progresan a CRPC.

La expresion de los marcadores neuroéndocrinos fue significativamente mayor en las

células transfectadas respecto al control con FBS (figura 16), ademas de observarse una
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tendencia de aumento en la expresion en funcion del tiempo. Aunque en el caso de ENO2,
se observa un incremento significativamento de su expresion en las células transfectadas
con siAR, en las células transfectadas con el control Negativo también fue
significativamente mayor respecto al control FBS a partir de las 96h, el mismo fenomeno se

observa al evaluar la expresion del marcador GADL1.

El aumento de la expresion de los marcadores neuroenddcrinos en las células
transfectadas con el control Negativo, se puede deber a la transdiferenciacién que sufren a
un fenotipo neuroenddécrino, debido al ambiente libre de andrégenos, que simula el
tratamiento de deplecién androgénica en pacientes, que conlleva a CRPC y al aumento en
la diferenciacion neuroenddcrina como reportd Ito et al. (2001), incluso Huss y Lin (2004)
han reportado en ensayos in vivo que basta castrar al ratén con xenoinjertos de lineas
celulares de CaP o células de pacientes, para empezar a expresar marcadores
neuroenddécrinos; sin embargo se observa que, la transdiferenciacion in vitro de las células
LNCaP, ocurre en un menor tiempo cuando ademas de estar en un ambiente libre de
androgenos, se silencia el AR, lo cual corresponde a lo reportado anteriormente por Wright

et al. (2003), en cuanto a que el AR inhibe la transdiferenciacion neuroendécrina.

GADL1 parecer ser un buen marcador neuroenddcrino, debido a que su expresion aumenta
dramaticamente en las células transfectadas con siAR (Figura 16.b barras gris medio),
Ippolito y Abdul (2006) reportaron que las células neuroenddcrinas expresaban GAD1; si
bien la diferenciacion neuroendocrina aumenta conforme empeora el estado del CaP, y
durante el proceso de metastasis ocurre transdiferenciacion de las células de CaP (Cheville
et al., 2002), era una posibilidad que las células NE-like (que estan implicadas en los
procesos antes sefialados fueran positivos a GAD1, ya que Azuma et al. (2003) habian
reportado que los pacientes con CaP metastasico expresan mas GAD. Sin embargo la
expresion de GAD1 también aumenta en el control FBS, lo cual podria ser un indicio de
estrés ante la ausencia de suero durante las 24 horas correspondientes a la transfeccion
en las células control mas que de transdiferenciacion, aunque el incremento no es tan
dramatico como en las células transfectadas con siAR o con el control Negativo, en que la
expresion aumenta cientos de veces, siendo una opcidn de estudio si las células NE-like
por medio de la via GABA-érgica, promueven la tasa de proliferacion de otras células como
reportd Abdul et al. (2008).

Debido a que se comprobd que mantener el medio en CS FBS a tiempos cortos induce que

las células cambien su fenotipo, es necesario repetir el experimento manteniendo en FBS
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las células después de la transfeccion, para poder estudiar el proceso de
transdiferenciacion al silenciar el AR, sin tener interferencia del medio sin andrégenos (CS
FBS).

Finalmente, es importante considerar que los tumores no estan compuestos de un solo tipo
celular, y que las subclonas que surgen en respuesta el tratamiento, como reporté Nouri y
Jongsma (2014), tienen diversos papeles en el mantenimiento, crecimiento y propagacién

de la enfermedad.
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10.

Conclusiones

El mejor control del modelo in vitro propuesto, son las células LNCaP en RPMI sin
rojo de fenol +10% FBS.

Durante los tiempos post-transfeccién el mantener un medio libre de hormonas (CS
FBS) en el control negativo, acelera el cambio de morfologia en las células a NE-
like.

24 horas después de la transfeccion los niveles de expresién de AR y KLK3
disminuyeron al tiempo 0 en las células transfectadas con el siAR, y estos niveles

se mantienen sin diferencia significativa durante el tiempo monitoreado.

ENO2 incrementd su expresion significativamente hasta 48 horas después de la

transfeccion en las células transfectadas con siAR;

GAD1 es un buen marcador neuroenddécrino, ya que su expresion aumenté rapida

y significativamente, a partir de las 24 horas.

Los tiempos clave para analizar el proceso de transdiferenciacién neuroendécrina,

es alas 48, 72 y 96 horas después de la transfeccion.

Perspectivas

Repetir el curso temporal manteniendo el FBS, para verificar si el cambio de suero

por CS FBS favorece el cambio de morfologia celular aun en el control negativo.

Repetir el modelo propuesto, pero muestreando cada 12 horas, entre los tiempos
48, 72 y 96 horas después de la transfeccion, para acortar el rango de los tiempos

claves propuestos.

Realizar un estudio gendmico (microarreglos por ejemplo) de las muestras
obtenidas a las 48, 72 y 96 horas después de la transfeccion para obtener un mayor
niamero de genes que cambien su expresion durante el proceso de

transdiferenciacion.

Hacer pruebas de proliferacion y viabilidad, con células a las 48, 72 y 96 horas.
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o En muestras de pacientes con NePC diagnosticado, analizar la expresion de GADL1,

para ver si nuestros resultados son extrapolables a la clinica.
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