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GLOSARIO DE TERMINOS

CaP: Céancer de préstata

T-E: TMPRSS2-ERG

HPB: Hiperplasia prostatica benigna

PSA: Antigeno prostético especifico (prostate specific antigen)
CPRC: Cancer de prostata resistente a la castracion
AR: Receptor de andrégenos

TR: Tacto rectal

TRUS: Ultrasonografia transrectal

CCTs: Células circulantes tumorales

LH: Hormona luteinizante

GnRH: Hormona reguladora de gonadotropina
FSH: Hormona foliculo estimulante

DHEA: Dehidroepiandosterona

SHBG: Globulina de unién a hormonas sexuales
DHT: Dihidrotestosterona

5aR: 5a-reductasa

NTD: Dominio N-terminal

DBD: Dominio de unién al DNA

LBD: Dominio de unién al ligando

ERAs: Elementos de respuesta a androgenos
HSP: Proteinas de choque térmico

IGF-1: Factor de crecimiento similar a insulina 1
KGF: Factor de crecimiento de queratinocitos
EGF: Factor de crecimiento epidermal

ETS: Transformacion especifica de eritoblastos
ERG: Gen relacionado a ETS

UTR: Regién no traducida

TEM: Transicién epitelial mesenquimal

MMTV: Virus de ratbn mamario en ratén

PCP: Polaridad celular planar



SFRP: Proteinas secretadas relacionadas a Frizzled
LRP: Receptores lipoproteicos de baja densidad
CRD: Dominio rico en cisteinas

Fz: Frizzled

NTR: Motivo relacionado a netrina

SFB: Suero fetal bovino

BSA: Albumina sérica bovina

PBS: Buffer salino de fosfatos

RIPA: Buffer de radioinmunoprecipitacion

TBST: Buffer salino Tris, tween

GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

HRP: Peroxidasa de rabano



1. RESUMEN
En México, el cancer de pristata representa el primer tipo de cancer mas coman y
la primera causa de muerte por tumores malignos en hombres. Algunos tumores
tienen caracteristicas que contribuyen a que las células de cancer de prostata se
propaguen mas rapido, se vuelvan invasivas y desarrollen resistencia a la castracion
aumentando la mortalidad en los pacientes.
Estas caracteristicas neoplasicas pueden surgir por varios mecanismos, sin
embargo las fusiones cromosdémicas resaltan como mecanismos comunes en
cancer de prostata.
La fusion TMPRSS2-ERG se expresa en mas del 50% de los tumores de cancer de
prostata. En esta fusibn el gen TMPRSS2 posee elementos de respuesta a
androgenos en su promotor, por lo que su actividad transcripcional es dependiente
del receptor de andrégenos. La fusion TMPRSS2-ERG da como resultado una
expresion elevada del gen ERG la cual es regulada por andrégenos, este aumento
en la expresion de ERG promueve la transcripcion de genes involucrados en el
crecimiento y la progresion tumoral. Ademas se ha encontrado que ERG es capaz
de inducir la transcripcion de ligandos de la via WNT. Esta via se encuentra
comunmente desregulada en cancer y su sefializacion es controlada por proteinas
antagonistas SFRPs.
Interesantemente se ha reportado que la proteina SFRP1 puede tener un papel en
la regulacion de la sefalizacion del receptor de androgenos y por lo tanto de la
fusion TMPRSS2-ERF a causa de los elementos de respuesta a andrégenos que
posee dicha fusion.
En el presente trabajo se demostré que la proteina SFRP1 ejerce un efecto sobre
células de cancer de préstata que poseen la fusion TMPRSS2-ERG. En conclusién,
se ofrece un acercamiento a los mecanismos moleculares y se propone a SFRP1
como una proteina clave en la progresion del cancer de prostata mediante la

regulacion de la expresion del gen de fusion TMPRSS2-ERG.



2. INTRODUCCION
2.1. LA PROSTATA
La prostata es una glandula que forma parte del sistema reproductor masculino, se
encuentra localizada frente al recto, por debajo de la vejiga y rodeando la primer
parte de la uretra como se ve en la figura 1. Dicha ubicacion permite la examinacion
de la glandula prostatica por palpacion digital rectal (Stokes M., 2005).
Coloquialmente se describe a la préstata con forma de nuez de castilla y con forma
conica. Esta compuesta de elementos glandulares y estromales los cuales se
encuentran juntos en una pseudocapsula, la capa interna de la cpsula esta
compuesta de musculo liso con una capa externa cubierta de colageno (Lee, Akin-
Olugbade, & Kirschenbaum, 2011). Las células glandulares se encargan de producir
el fluido prostético, las células musculares controlan el flujo urinario y la eyaculacion;

y las células fibrosas proveen el soporte de la glandula (Nair, M., & Peate, I., 2015).

Glandula prostética

Conducto eyaculador

| Conducto
deferente

Figura 1. Localizacion de la prostata. En esta imagen se
observa la ubicacion de la préstata con respecto a los
demas 6rganos en el aparato reproductor masculino
(Modificado de CDC, 2015).

2.1.1. FISIOLOGIA DE LA PROSTATA
La funcion clave de la préstata es producir y secretar un fluido ligeramente alcalino

gue constituye una porcién del fluido seminal. Este fluido seminal contiene altas



concentraciones de potasio, zinc, acido citrico, fructosa, fosforilcolina, espermina,
aminoacidos libres, prostaglandinas y enzimas; la mayoria de estos componentes
se originan en la prostata (Plant, Zeleznik, & Prevot, 2015). Este fluido se encarga
de ayudar en la motilidad, la supervivencia, el mantenimiento y la nutricion del
esperma.

La préstata también controla el flujo urinario, ya que las fibras musculares de la
glandula, se encuentran alrededor de la uretra bajo el control involuntario del
sistema nervioso. Estas fibras se contraen lentamente y de esta manera detienen el
flujo urinario (Nair, M., & Peate, I., 2015).

2.1.2. ANATOMIA DE LA PROSTATA
El proceso de diferenciacion sexual estd determinado por la influencia de los
androgenos producidos por los testiculos del feto. El desarrollo de la prostata
comienza durante la semana 10 y 12 de gestacién. El epitelio se organiza en dos
tipos celulares diferentes: células basales y células luminales, es en este momento
donde el mesénquima prostético se diferencia en una capa de células de musculo
liso las cuales rodean los conductos prostéaticos. Durante este desarrollo prostatico
comienza la morfogénesis de ramificacion en donde nacen las diferentes zonas de
la prostata (Alan, J. et al., 2007).
La nomenclatura utilizada con mayor frecuencia para describir la estructura de la
préstata humana es la nomenclatura de McNeal, 1981. McNeal divide la préstata
en tres principales areas que son histolégicamente distintas y anatomicamente
separadas. Estas areas son:
e El estroma fibromuscular (no glandular) que rodea a la glandula.
e Dos regiones glandulares:
1. Zona periférica: representa aproximadamente el 70% del volumen prostatico
total y es ahi donde se forman la mayoria de los adenocarcinomas prostéaticos
(70% de todos los casos), esta zona rodea la mayor parte de la zona central
(Aaron, Franco, & Hayward, 2016; McNeal, 1981; Theodorescu D., 2001).
2. Zona central: se encuentra frente a la zona de transicién, compuesta de tejido

glandular que constituye la mayor parte de la base de la prostata y rodea los



conductos eyaculatorios. Contiene una tercera parte de los conductos
eyaculatorios y es la zona mas alejada del recto (Nair, M., & Peate, |., 2015).
Es en esta zona donde se desarrollan de 15 a 20% de todos los casos de
CaP (Theodorescu D., 2001).
McNeal identificé una region glandular adicional mas pequefia denominada zona
de transicion. Dicha zona rodea a la uretra prostatica y representa solo el 5% del
volumen prostatico total, ésta es la zona exclusiva donde se desarrolla la
hiperplasia prostatica benigna (HPB) (Aaron et al., 2016). La zona de transicion es
el area media de la prostata localizada entre la zona periférica y la zona central.
Hasta la edad de 40 afios esta zona solo abarca el 20 % del total de la glandula,
pero conforme avanza la edad del hombre, la zona de transicion comienza a crecer
hasta convertirse en el area mas grande de la préstata. Conforme esta zona
aumenta de tamafio, comienza a empujar a la zona periférica a través del recto
(Nair, M., & Peate, |., 2015), esta expansion resulta en la compresion de la uretra 'y
obstruccion parcial de la vejiga, lo cual esta asociado con la HPB (Aaron et al.,
2016). La zona de transicion es donde se desarrollan cerca del 10 al 15% de todos
los casos de CaP (Theodorescu D., 2001).
A la par de la clasificacion de McNeal, se ha propuesto que la prostata puede
dividirse tanto en componentes internos como externos, reconociendo como
anatomia zonal de la prostata cinco componentes, esquematizados en la figura 2:
1. Estroma fibromuscular anterior
Tejido glandular peri-uretral
Zona de transicion

Zona central

o bk~ 0N

Zona periférica (Bhargava, S., 2012)



Zonas de la Préstata

X
Zona Central
Zona Fibromuscular
Zona de Transicién
Zona Periférica
Zona Periuretral

sanvo

Ducto Eyaculatorio

Figura 2. Anatomia de la préstata. En la figura se observan las distintas zonas en las
que se divide la glandula prostética. (Modificado de Marzo et al., 2007)

2.2. PATOLOGIAS DE LA PROSTATA
Las tres mayores causas de morbilidad por afecciones de la prostata segun el orden
de incidencia son:
e Hiperplasia prostatica benigna.
e Cancer de prostata.

e Prostatitis.

2.2.1. PROSTATITIS

La prostatitis es una condicion inflamatoria que afecta a la préstata, cerca de un
15% de todos los hombres padeceran prostatitis en algdn momento de su vida,
teniendo una mayor prevalencia en hombres menores de 50 afios. La mayoria de
los casos de prostatitis presentan una clara evidencia de infeccion bacteriana, sin
embargo existen casos en los que los hombres diagnosticados no presentan
evidencia de este tipo de infeccion (Roberts et al., 1997; UpToDate, 2017).

Generalmente el diagnostico de la prostatitis se realiza mediante un cultivo
microbiolégico y mediante el analisis de la orina, una vez diagnosticada la prostatitis
se usan como tratamiento antibioticos o antiinflamatorios (Zegarra Montes, Sanchez

Mejia, Loza Munarriz, & Celis Gutierrez, 2008).



2.2.2. HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA
La HPB es un crecimiento anormal no maligno de la préstata y se observa
comunmente en hombres de edad avanzada (Roehrborn, 2005), en la figura 3 se
muestra una comparacion histoldgica de préstata normal y HPB. En estudios post-
mortem la incidencia histolégica de la HPB incrementa con la edad. La HPB se
presenta en 8% de los hombres con una edad entre 31 y 40 afios, en 50% de los
hombres que se encuentran entre los 51 y 60 afios y en el 80% de todos los hombres

mayores de 90 afios (Patel & Parsons, 2014).

Zona
Periuretral

'

LN

Zona Central

. s K
Zona de Transiciéon
4

Zona Fibromuscular

Zona Periférica

Figura 3. Representacion de una comparacion histologica de cortes de prostata normal y de
prostata con HPB, sefialando la zona de transicién como el sitio de patogénesis. (Modificado de
Chughtai et al., 2016).

El crecimiento en la zona de transicion afecta el flujo urinario (Egan, 2016; Ricke,
2011), lo cual contribuye a problemas de miccion cominmente conocidos como
sintomas del tracto urinario bajo. Los principales sintomas son un flujo urinario débil,
vaciamiento incompleto de la vejiga, urgencia y frecuencia al orinar y nicturia (Egan,
2016; Ricke, 2011).

El diagndstico de la HPB se basa principalmente en la identificacion de los signos y
sintomas de la enfermedad (Vuichoud & Loughlin, 2015). Como apoyo para el
diagnéstico pueden realizarse: analisis sanguineos, ultrasonido y la medicién del
antigeno prostatico especifico (PSA por sus siglas en inglés).

El tratamiento de la HPB esta enfocado en ofrecer al paciente un alivio de los

sintomas relacionados a las molestias que tiene para orinar. Los farmacos utilizados



con mas frecuencia son los antagonistas a-adrenérgicos o a-bloqueadores y los
inhibidores de la 5a-reductasa (5aR) (Tanguay et al., 2009).
El tratamiento quirdrgico generalmente es recomendado para aquellos pacientes en

donde el tratamiento farmacolégico y hormonal ha fallado (Praveen, 2013).

3. CANCER DE PROSTATA

El cancer se define como un conjunto de enfermedades relacionadas que se
caracterizan por una proliferacion celular descontrolada, lo cual es el resultado de
diversas mutaciones que se acumulan con el paso del tiempo. Estas mutaciones
causan cambios en la expresidn génica, los cuales contribuyen a la transformacion
neoplasica. Dicha transformacion neoplasica consta de alteraciones en la
proliferacion, en la muerte y en la diferenciacion celular, lo cual favorece el
crecimiento de una poblacion celular tumoral (Brenner & Duggan, 2004; Ruddon,
2007). Las mutaciones puntuales, las deleciones e inserciones y las translocaciones
cromosOmicas pertenecen al amplio rango de mutaciones genéticas que
contribuyen a la génesis del cancer en una célula tumoral (Polinsky, 2007).

En el afio 2012 se estimaron 14.1 millones de casos de cancer a nivel mundial, de
los cuales 7.4 millones de casos se reportaron en hombres. Dentro de los tipos de
cancer mas comunes en hombres por nivel de incidencia, se encuentran el cancer
de pulmén, de préstata y colorrectal. Mientras que los tipos de cancer con mayor
indice de mortalidad son el cancer de pulmén, higado y estbmago. En ese mismo
afo se reportaron 1.1 millones de casos de cancer de préstata (CaP), colocando al
CaP como el segundo tipo de cadncer mas comun en hombres (Ferlay et al., 2014).
El cancer de prostata es la quinta causa de muerte por cancer en hombres con un
estimado de 307,000 muertes, que representan el 6.6% del total de la mortalidad
masculina por cancer a nivel mundial (Ferlay et al., 2014). En la figura 4 se muestra
que en México los datos son similares ya que el CaP representa el primer tipo de
cancer mas comun y la primer causa de muerte por tumores malignos en hombres,
con una incidencia del 16% (IMSS, 2015) (Ferlay et al., 2014).



MUNDO MEXICO

Pulmén Préstata
Préstata Pulmén
Colorectal Colorectal
Estémago Estémago
Higado Leucemia
Eséfago Higado
Vejiga Linfoma no Hodgkin
Linfoma no Hodgkin Rifén
Rifién Cerebro, sistema nervioso
Leucemia Laringe
Labios, Cavidad oral Pancreas
Pancreas Vejiga
Laringe Labios, cavidad oral
Cerebro, sistema nervioso - pp— TeSt'CU'f’S |y rcidencia
Melanoma de piel B Mortalidad Melanoma de piel m Mortalidad
0 10 20 30 40 50 g 10 20 30 40
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Figura 4. Tasas de incidencia y mortalidad de distintos tipos de cancer a nivel mundial (izquierda) y en México (derecha). EI ASR
hace referencia a una media ponderada de las tasas por edad, es decir, es una estandarizacion de la edad necesaria cuando las
poblaciones analizadas difieren en este parametro (Modificado del GLOBOCAN, 2012).

Durante el afio 2013 el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), reporté una
tasa de mortalidad de 6 defunciones por cada 100,000 hombres con una edad
mayor o igual a 20 afios en México, en la figura 5 se muestra un esquema de las
estadisticas anteriores (IMSS, 2015).
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Figura 5. Grafico de mortalidad por cancer de préstata estimada por cada 100,000 habitantes en México en
el afio 2012 (Modificado del GLOBOCAN, 2012).

La incidencia del CaP generalmente incrementa conforme aumenta la edad, un

estudio que abarcé un tiempo desde el afio 2001 hasta el afio 2005 en Estados
Unidos, mostré que el 37% de los casos de CaP se diagnosticaron en hombres



menores de 65 afos. En dicho estudio, el 8.6% de los casos de CaP se
diagnosticaron en hombres entre los 45 y 54 afios, el 36% de los casos en hombres
de 65 a 74 afios, el 22% de los casos de CaP en hombres de 75 a 84 afios y solo

un 5% de los casos de CaP en hombres mayores de 85 afios (Ries L. et al., 2005).

3.1. HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE PROSTATA

El cancer de préstata tiene una gran incidencia en la poblacion masculina y aiin no
se han determinado los mecanismos especificos que conducen al desarrollo y la
progresion de la enfermedad (Foley, Hollywood, & Lawler, 2004; Paris et al., 2004;
Shi, Gumerlock, & deVere White, 1996). A la fecha todavia existen reportes
controversiales sobre los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo y
la progresion del CaP (Huncharek & Muscat, 1995).

El CaP puede permanecer silencioso durante largos periodos de tiempo, ya que
multiples cambios genéticos son necesarios para que el CaP se desarrolle a un
estado clinicamente avanzado, es decir un estado de resistencia a la castracion o
esparcimiento metastasico (Crawford, 2009). Para determinar el grado de CaP que
padece el paciente el sistema mas usado es la escala de Gleason, esta escala es
usada para determinar qué tan avanzado esta el adenocarcinoma y la probabilidad
de que se propague.

La escala de Gleason indica el estado de diferenciacién que existe en el tejido del
tumor con respecto al tejido normal de la préstata. La escala va de uno a cinco,
siendo el nimero mas bajo para aquellas células con morfologia uniforme bien
diferenciadas y el nUumero mas elevado para aquellas células con escasa o nula
diferenciacion. El patdlogo busca en el tejido los dos tipos de patrones de
crecimiento mas comunes en el tumor y la escala se da como la suma de estos dos
patrones. Por ejemplo, si un paciente tiene como patrones mas comunes el grado
tres y el grado cinco, su grado Gleason sera 3+5= 8 (Canadian Cancer Society,
2017). En la figura 6 re muestra un ejemplo de los cambios morfolégicos segun la

escala Gelason.
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Figura 6. Escala de Gleason segun cambios morfolégicos en tejido de prostata. Se dan ejemplos del grado 3, 4y 5y sus
respectivos cortes histolégicos (Modificado de AFU, 2014).
Los tumores de bajo grado tienden a evolucionar mas lentamente en comparacion
con los tumores de alto grado, los cuales evolucionan rapidamente hasta una
enfermedad metastasica. La American Cancer Society establecié un rango de
supervivencia a partir de que los hombres son diagnosticados con CaP:

e Rango relativo de supervivencia de 5 afios para el 99% de los pacientes.

e Rango relativo de supervivencia de 10 afios para el 98% de los pacientes.

e Rango relativo de supervivencia de 15 afios para el 96% de los pacientes.
Durante los primeros 10 a 15 afios después del diagndstico del CaP existe un
progreso lento de la enfermedad, sin embargo después de ese periodo los
porcentajes de supervivencia libre de enfermedad metastasica disminuyen de un
76.9% a un 51.2% (Chodak, G.W., Thiested, R.A., Gerber, Johansson, & Adolfsson,
1994).

En algunos casos y dependiendo del estado en el que se encuentre el paciente, el
médico recomienda la terapia de bloqueo androgénico, la cual consiste en disminuir
los niveles de andrégenos o bloquear la actividad del AR. Aunque la terapia es
exitosa al inicio, la mayoria de los pacientes tienen una recaida en un periodo de 2

a 3 afios. Durante el tratamiento de bloqueo androgénico los niveles de testosterona



se mantienen bajos y a pesar de esto el CaP progresa hacia un estado denominado
como cancer de préstata resistente a la castraciéon (CPRC) (Scher, Buchanan,
Gerald, Butler, & Tilley, 2004; Thoreson, Gayed, Chung, & Raj, 2014 ). Lo anterior

se ilustra en la Figura 7.
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Figura 7. Curva del desarrollo y progresion del CaP en relacion al volumen tumoral. En etapas iniciales se administra
tratamiento local al tumor como prostatectomia radical o radioterapia, cuando el tumor se encuentra en un estadio de riesgo
intermedio se comienza el bloqueo androgénico. Una vez que el tumor ha adquirido resistencia al bloqueo hormonal
(resistente a la castracion) se comienzan los tratamientos con quimioterapia (Modificado de Srikala, 2013).

3.2. CANCER DE PROSTATA RESISTENTE A LA CASTRACION
El cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC) es un estado de la
enfermedad donde los niveles circulantes de testosterona se encuentran por debajo
de 50ng/dL, cuando los niveles normales pueden variar segun la edad de entre 250-
950ng/dL (Cookson et al., 2013) y existe un incremento continuo en los niveles de
PSA con un esparcimiento metastasico, por lo que éste estado de la enfermedad
resulta letal en la mayoria de los casos. A pesar de los esfuerzos para tratar el CPRC
el tiempo promedio de supervivencia se extiende solo a 3 afios (Cookson et al.,
2013; Heidenreich et al., 2014; Roviello et al., 2016).
Se proponen los siguientes mecanismos moleculares involucrados en la resistencia
a la castracion quimica, los cuales pueden ser dependientes 0 no dependientes del
receptor de androgenos (AR):
Mecanismos dependientes del AR:

o Amplificacién y sobre-expresion del AR



¢ Incremento en la sensibilidad del AR ante sus ligandos
e Mutaciones puntuales en el AR
e Variantes de splicing en el AR
e Activacion del AR independiente del ligando
e Estereidogénesis alterada
Mecanismos no dependientes del AR:
e Activacion del receptor de glucocorticoides
e Mecanismos de resistencia mediados por el sistema inmune

¢ Diferenciacion neuroendrocrina (Crona & Whang, 2017).

3.3. DIAGNOSTICO DEL CANCER DE PROSTATA

3.3.1. ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO (PSA)
La mayoria de los casos de CaP son diagnosticados mediante una evaluacion
rutinaria de los niveles de PSA o mediante un tacto rectal (TR), esto es ya que los
casos de CaP primario usualmente no causan sintomas (American Cancer Society,
2016).
El PSA es una proteina con actividad de serin-proteasa producida en el epitelio
prostatico y en las glandulas periuretrales que se encuentra presente en las
secreciones prostéaticas. Las concentraciones de PSA en sangre son un marcador
especifico de la préstata, pero no son un marcador especifico de la presencia de
cancer prostatico ya que puede existir neoplasia con antigeno normal.
Se debe considerar que los niveles de PSA pueden estar incrementados en
hombres con hiperplasia prostatica benigna, infecciones y/o inflamaciones en la
prostata (Andriole, Djavan, Fleshner, & Schrider, 2006; Bethesda, 2002).
Los niveles normales de PSA pueden variar segun la edad, a continuacién se
presentan algunas estimaciones:

e >49 afos: 2.5 ng/dL

e >59 afios: 3.5 ng/dL

e >69 afos: 4.5 ng/dL

e >79 afos: 6.5 ng/dL



Mientras que para estimar el riesgo que existe para padecer CaP, se tienen las
siguientes estimaciones:

e Bajo riesgo: Antigeno igual o menor a 10 ng/dL

¢ Riesgo intermedio: Antigeno de 10 a 20 ng/dL

e Riesgo alto: Antigeno mayor a 20 ng/dL (Amico, Cote, Loffredo, Renshaw, &

Schultz, 2002).

En las pruebas clinicas los valores de PSA entre 4 y 10 ng/dL se consideran
clinicamente sospechosos, en estos casos se emplean otros parametros como el
porcentaje libre de PSA en sangre y densidad del mismo. Estas pruebas en conjunto
con el TR ayudan al médico a mejorar el diagndstico y tomar la decisioén definitiva
de realizar o no la biopsia (Ballentine, H., 2007; Han, Potter, & Partin, 2000; Klingler
et al., 1998; Ozen et al., 2001).

3.3.2. TACTO RECTAL

El tacto rectal es una prueba que permite la evaluacion del estado de la glandula
prostatica, suele realizarse junto con la prueba de medicion de PSA y esta indicada
para varones con sintomatologia del tracto urinario o sospecha de recidiva local
después de prostatectomia radical. El TR se realiza para determinar el tamafio, la
forma, la simetria y la textura de la glandula prostatica (Praveen, 2013; Vuichoud &
Loughlin, 2015). Se tiene la sospecha de padecer cancer de prostata si se la
préstata del paciente es dura y/o nodular y ademas los niveles de PSA se
encontraron elevados, entonces se prosigue a realizar la biopsia transrectal guiada
con ultrasonido (Ballentine, H., 2007).

En este examen el médico usa guantes e inserta un dedo en el recto del paciente,
entonces en la pared del recto (Figura 8), toca la préstata para evaluar los
parametros antes mencionados. La examinacion es rapida e indolora a menos que
el paciente sufra otro padecimiento en el recto; sin embargo, pude llegar a ser
vergonzosa e incomoda para algunos hombres. Esta prueba permite determinar
anormalidades prostaticas pero nunca debe usarse como herramienta primaria de

diagndstico para CaP (Praveen, 2013; Tanguay et al., 2009).



Figura 8. Representacion de un tacto rectal.
(Modificado de NIH, 2017).

3.3.3. ULTRASONOGRAFIA TRANSRECTAL Y BIOPSIAS

La ultrasonografia transrectal (TRUS, por sus siglas en inglés) genera una imagen
de la prostata y las vesiculas seminales. Anteriormente la TRUS se utilizaba para
identificar lesiones que aparecian muy oscuras en la ecografia denominadas
hipoecoicas, formadas usualmente por tejido blando. Sin embargo tras realizar la
biopsia, un porcentaje menor al 20% de las lesiones de este tipo resultaban en
cancer y el 50% de las lesiones que si eran cancer eran omitidas (Flanigan et al.,
1994). Por esta razon, la TRUS no es recomendable como herramienta de
diagnéstico de CaP en estadios tempranos, esta prueba solo se recomienda para
determinar el volumen prostatico y se utiliza como herramienta de apoyo en el
diagndstico de CaP.

El procedimiento de la TRUS so6lo toma de 5 a 10 minutos y se pueden tomar de 10
a 12 biopsias.

Las causas para decidir realizar las biopsias guiadas por la TRUS incluyen un TR
con resultado anormal, niveles elevados de PSA o un incremento continuo en las
concentraciones del PSA y evidencia de neoplasia intraepitelial en biopsias

anteriores (Borley & Feneley, 2009).



3.3.4. BIOMARCADORES DE DIAGNOSTICO
Los biomarcadores han sido introducidos como una herramienta de diagndstico
para diversas enfermedades incluyendo el cancer.
Un biomarcador se define como una molécula biologica que puede ser medida y
evaluada objetivamente en fluidos corporales o tejidos, como un indicador de
procesos biolégicos normales, patogénicos o respuestas farmacoldgicas hacia una
intervencién terapéutica. Los biomarcadores son usados para el diagnostico y
pronéstico de enfermedad y/o prediccidn y mejoramiento de la respuesta a algun
tratamiento (Naylor, 2003).
La FDA establece que un biomarcador ideal debe ser especifico, sensible,
predictivo, de una deteccion precisa, accesible y no invasivo (FDA, s.f.).
Los biomarcadores pueden ser proteinas, metabolitos, transcritos de RNA, DNA o
modificaciones epigenéticas del DNA (Prensner, Rubin, Wei, & Chinnaiyan, 2012).
En la dltima década se han propuesto diversas moléculas que pueden servir como

posibles biomarcadores en CaP (Tabla 1).

Tabla 1. Candidatos a biomarcadores para cancer de prostata (Prensner et al., 2012).
CANDIDATOS A BIOMARCADORES PARA CANCER DE PROSTATA

a-metilacil coenzima A Promotor del crecimiento independiente de andrégenos en
racemasa (AMACR) CaP. Sobre-expresado en tejido de CaP a nivel de proteina y
MRNA.

Antigeno de membrana Proteina integral de membrana tipo Il. Se transloca hacia la
especifico de prostata membrana en células de CaP y se encuentra en el citosol de

(PSMA) células normales. Su presencia se ha relacionado con un pobre
prong@stico clinico.
PCA3/DD3 Gen que codifica para un RNA largo no codificante (INRNA)

especifico de prostata que se encuentra sobre-expresado en
tejido de CaP. ElI InRNA cuantificado en orina permite
determinar la agresividad del CaP, evitando la necesidad de
repetir la biopsia. Presenta menor sensibilidad pero mayor
especificidad que el PSA. Al medirse junto con AMACR se
genera una prueba con sensibilidad y precision mejorada.

TMPRSS2-ERG Se encuentra sobre-expresado en epitelio neoplasico de
prostata. La fusion del gen TMPRSS2 con el gen ERG (factor
de transcripcion de la familia ETS), es el re-arreglo
cromosémico mas frecuente en CaP. Se ha encontrado
presente en mas del 50% de los pacientes con CaP.

Exosomas Vesiculas secretadas de talla nanométrica. Aquellos exosomas
aislados de orina de pacientes con CaP pueden contener PCA3
y/o la fusibn TMPRSS2-ERG.



Células circulantes Se encuentran en sangre y son especificas de CaP localizado

tumorales (CCTs) agresivo o de enfermedad metastasica. Se ha demostrado un
incremento en la abundancia de las CCTs en sangre de
pacientes con CPRC.

3.4. TRATAMIENTO DEL CANCER DE PROSTATA
El CaP es un tipo de cancer de progresion lenta en etapas iniciales, por esta razon
en algunos casos el médico puede recomendar diferentes métodos de tratamiento
0 seguimiento segun los resultados de las pruebas iniciales.
Dentro de las opciones de seguimiento mas comunes se encuentra la vigilancia
activa, la cual consiste en monitorear el CaP localizado en lugar de tratarlo
inmediatamente. El paciente tendra que someterse a diferentes pruebas (medicién
de PSA, TR, imagenologia y biopsias) para monitorear el cancer, pero no recibira
tratamiento hasta que exista evidencia de crecimiento en el tumor. El CaP localizado
a menudo tiene una evolucion lenta por lo que varios hombres con este tipo de tumor

pueden no necesitar tratamiento a lo largo de su vida (Prostate Cancer UK, 2016).

Otro tipo de seguimiento para el CaP es la espera en observacion, la cual suele ser
confundida con la vigilancia activa, ambas tienen como objetivo evitar cualquier tipo
de tratamiento innecesario, pero la espera en observacibn se recomienda
principalmente para aquellos pacientes que padecen de otros problemas de salud y
no pueden hacer frente a tratamientos agresivos como la cirugia o la radioterapia.
El propdsito de la espera en observacion no es curar el cancer si no, contenerlo y
evitar que continle avanzando. La espera en observacién involucra menos pruebas
que la vigilancia activa, como medicion de PSA cada 6 a 12 meses y TR sin

necesidad de biopsias (Prostate Cancer UK, 2016).

3.4.1. PROSTATECTOMIA RADICAL
La prostatectomia radical se recomienda para pacientes con expectativa de vida de
diez aflos o mas, con cancer localmente avanzado, con bajo volumen, con niveles
séricos de PSA menores 20 ng/mL y con Gleason menor a siete (American Cancer
Society, 2016; Prostate Caner UK, 2016; Secretaria de Salud, 2001).



En este tipo de cirugia se remueve por completo la glandula prostética, las vesiculas
seminales y los nédulos linfaticos pélvicos para tratar de asegurar que el cancer no
re-aparezca por su esparcimiento a estas zonas (Rockville, 2005).

Dentro de los efectos secundarios que pueden surgir después de la operacion se
encuentran incontinencia urinaria, disfuncion eréctil, cambios en la intensidad del
orgasmo, infertilidad, linfedema, diminucion en la longitud del pene y hernia inguinal
(American Cancer Society, 2016).

3.4.2. RADIOTERAPIA

La radioterapia es un tipo de tratamiento en donde la radiacion es usada para inhibir
el crecimiento de las células cancerosas del tumor. El tratamiento puede darse de
dos maneras distintas, mediante radiacién con rayos externos o con braquiterapia.
La terapia de radiacion de rayos externos es usada para tratar el cancer en estadios
tempranos, el propdsito de esta terapia es dirigir la radiacion solo hacia las células
tumorales presentes en la glandula prostatica y asi evitar el dafio los tejidos sanos
gue se encuentran alrededor del cancer. Como efectos secundarios se pueden
presentar problemas intestinales, urinarios, impotencia, cansancio y linfedema.

La braquiterapia también conocida como “implantacién de particulas”, se basa en
usar una sonda de ultrasonido para guiar unas agujas (que contienen las particulas
radioactivas) hacia el interior de la préstata. Estas particulas liberan la radiacion
gradualmente con el paso del tiempo y una vez que la radiacién se ha liberado por
completo las particulas pueden quedarse dentro de la préstata para evitar una
segunda intervencién. Generalmente consta de un uUnico procedimiento y se
recomienda para los pacientes con CaP en estadio temprano y con crecimiento
tumoral lento (Rockville, 2005).

La radioterapia con radioisotopos esta indicada para tratar el CaP avanzado
metastasico, los radiois6topos méas usados son el estroncio-89 y el radio-223. En
este tipo de radioterapia, al paciente se le inyectan radiois6topos que viajan via
sanguinea, acumulandose en cualquier hueso que haya sido dafiado por el CaP.
Estos radiois6topos son particularmente Utiles cuando el paciente presenta dolor en

mas de un area (Prostate Cancer UK, 2016).



3.4.3. TERAPIA HORMONAL
La terapia hormonal o terapia de bloqueo androgénico, tiene como objetivo disminuir
los niveles de testosterona en el cuerpo del paciente o bloquear los efectos de esta
hormona para detener el crecimiento de las células cancerosas (Rockville, 2005).
Cuando el cancer se ha propagado y la radioterapia o la cirugia no son opciones de
tratamiento para el paciente se emplea la terapia hormonal. También se usa esta
terapia cuando existe una recaida después de la radioterapia o de la cirugia.

Tabla 2. Tipos de terapia hormonal que pueden utilizarse en la clinica para tratar el cancer de préstata

(American Cancer Society, 2016; Carrizo, 2001).

TIPOS DESCRIPCION FARMACOS

Orquiectomia Consiste en la extirpacion de los

testiculos los cuales son la fuente

principal de andrégenos.
Agonistas y Los agonistas pueden colocarse como Agonistas: Leuprolerina,
antagonistas de la implantes debajo de la piel, generan un goserelina, triptorelina.
hormona liberadora aumento breve en los niveles de  Antagonistas:Abarelix,degarelix.
de la hormona lestosterona seguido de una drastica
luteinizante (LHRH)  disminucion  de  testosterona.  Los

antagonistas bajan los niveles de

testosterona mas rapido que los

agonistas sin causar la elevacién previa

de los niveles de testosterona.
Inhibidor de CYP 17 La enzima CYP17 promueve la Abiraterona

produccion de testosterona en otras

células del cuerpo incluyendo células

cancerosas. Bloguean a la enzima

inhibiendo la produccién de testosterona

en las células. Este tipo de tratamiento

no detiene la produccion de testosterona

generada por los testiculos.

Anti-andrégenos Contrarrestan las acciones de los Esteroideos: Ciproterona,
androgenos en las células efectoras. Se  megestrol, medroxiprogesterona.
conocen dos tipos de farmacos anti- No esteroideos: Flutamidda,
androgenos, los que suprimen a las nilutamida, bicalutamida.

gonadotrofinas y aquellos que se unen
al AR para impedir que los andrégenos
lleven a cabo su funcion.




3.4.4. QUIMIOTERAPIA
La quimioterapia consiste en la administracion de farmacos via oral o intravenosa,
este tipo de tratamiento esté indicado en los pacientes con enfermedad metastasica
y refractarios al bloqueo androgénico.
El nimero de sesiones de quimioterapia dependera de qué tan avanzado se
encuentre el cancer y si el paciente esta tomando algin tratamiento hormonal.
Pueden ser desde 3 hasta 10 sesiones con algunas semanas de descanso entre
cada sesion (Prostate Cancer UK, 2016).
Los farmacos usados en la quimioterapia incluyen:

e Docetaxel y Cabazitaxel: Intervienen en la polimerizacion de los
microtubulos, deteniendo el crecimiento y propagacion de las células al inhibir
su proceso de division celular.

e Mitoxantron: Farmaco antineoplasico que inhibe la sintesis de DNA y RNA,
generalmente no se usa para tratar el CaP, pero el médico puede recetarlo
en caso de que el paciente no sea capaz de lidiar con los efectos secundarios
del docetaxel (Medline Plus, 2015; Prostate Cancer UK, 2006).

Algunos efectos secundarios que se presentan después de la quimioterapia son la
pérdida del cabello, infecciones, sangrado, fatiga intensa, nauseas, vomitos, boca
seca, aparicion de Ulceras en la boca, pérdida de apetito, diarrea, disminucién de

glébulos blancos y cansancio (American Cancer Society, 2016).

4. MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN EL DESARROLLO
Y PROGRESION DEL CANCER DE PROSTATA
4.1. ANDROGENOS

Los androgenos son hormonas sexuales masculinas capaces de desarrollar y
mantener las caracteristicas masculinas en los tejidos reproductivos. Los
androgenos controlan la diferenciacion y maduracion de los 6rganos reproductivos
masculinos, incluyendo la glandula prostatica (Quigley et al., 1995).
La testosterona es el principal andrégeno en circulacion y es sintetizado por las

células de Leydig en los testiculos, bajo la regulacion de la hormona luteinizante



(LH) que a su vez esta regulada por la hormona reguladora de gonadotropina

(GnRH). En la figura 9 se representa el eje hipotalamo-pituitaria-gonadas.
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Figura 9. Esquema representativo del eje hipotalamo-
glandula pituitaria-génadas (HPG) en el hombre.
Produccion de testosterona. (Modificada de Kong et al.,
2014)

Las glandulas adrenales también sintetizan pequefas cantidades de andrégenos
como la dehidroepiandrosterona (DHEA) y la androstenediona (Attar, Takimoto, &
Gottardis, 2009). LA DHEA vy la androstenediona son andrégenos débiles que
constituyen una reserva circulante de precursores para su conversion en esteroides
sexuales bioactivos en tejidos extragonadales como el higado, rifidn, musculo y

tejido adiposo (Oesterling et al. 1981).

Una vez que la testosterona ha sido sintetizada, viaja por via sanguinea unida a la
albumina y a la globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG) (Feldman &
Feldman, 2001), es capaz de entrar a las células por difusion pasiva, ya que es un

derivado del colesterol lo que la vuelve una molécula lipofilica. La testosterona es



convertida en dihidrotestosterona (DHT) por accién de la enzima 5aR una vez dentro
de la célula (Evans, 1988). La DHT es un andrégeno que tiene una afinidad 10 veces
mayor gque la testosterona por el AR (Wilbert & Wilson, 2015).

Los efectos bioldgicos de los androgenos son mediados principalmente por su union
al AR, el cual conduce a patrones caracteristicos de expresiéon génica mediante la
regulacion transcripcional de genes blanco responsivos a androgenos (Quigley et
al., 1995).

4.1.1. RECEPTOR DE ANDROGENOS

El AR es un factor de transcripcion nuclear y miembro de la super familia de
receptores de hormonas esteroides. Esta localizado en el cromosoma Xq11-12 y
posee 8 exones. Codifica a una proteina de 919 aminoacidos con una masa de
110kDa. El AR posee un dominio N-terminal poco conservado (NTD), un dominio
de union al DNA altamente conservado (DBD) y un dominio de unién al ligando
medianamente conservado (LBD). Una pequefia secuencia de aminoacidos
denominada “hinge region” separa el LBD del DBD y contiene parte de la sefial de
localizacion nuclear dependiente de ligando para el transporte nuclear del AR
(Figura 10) (Lonergan & Tindall, 2011).
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Figura 10. Estructura del gen y de la proteina del receptor de andrégenos. Se muestra el cambio
conformacional después de la unién al ligando. Se representa la hinge region como H, dominio N-terminal
como NTD, dominio de unién al ligando como LBD vy la testosterona o DHT como T (Modificado de Lamb,

Massie, & Neal, 2014).

Tanto la testosterona como la DHT pueden unirse al AR y activarlo bajo condiciones
fisiologicas. En ausencia de ligando, el AR se localiza en el citoplasma donde esta



asociado a proteinas de shock térmico (HSP-90, 70, 56), proteinas del citoesqueleto
y otras chaperonas. Se ha demostrado que proteinas HSP interactiian con proteinas
del citoesqueleto las cuales pueden unirse a la “hinge region” del AR modulando su
translocacion nuclear.

Cuando el ligando (testosterona o DHT) se une al AR, se induce un cambio
conformacional donde el AR se dimeriza y se transloca al nucleo. Una vez dentro
del nacleo el AR se une a secuencias especificas de reconocimiento conocidas
como elementos de respuesta a androgenos (ERAS) que se encuentran en los
promotores y regiones enhancer de los genes blanco del AR (Lonergan & Tindall,
2011). En la figura 11 se muestra el mecanismo de accion de la testosterona
mediada por el AR.
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Figura 11. Mecanismo del AR. Se muestra la conversion de la testosterona a DHT catalizada por la enzima 5-aR. Al unirse
la DHT al AR, éste se disocia de las proteinas de shock térmico (HSP) y el AR de dimeriza y fosforila para translocarse al
ntcleo donde al unirse a los ERAs inicia la transcripcion de genes blanco (Feldman & Feldman, 2001).

Diversos estudios han establecido que los niveles fisiolégicos de andrégenos son
importantes tanto para el crecimiento normal, como para el crecimiento maligno de

la prostata. Los niveles elevados de andrégenos por si solos no pueden conducir a



una proliferacion celular descontrolada. Sin embargo, la activacion de la
sefializacion del AR independiente del ligando tiene un papel critico en la iniciacion
y en la progresiéon del CaP (Wang & Tindall, 2011). Esta activacion del AR
independiente del ligando puede ser mediada por diferentes mecanismos como los
siguientes ilustrados en la figura 12:
e Hipersensibilidad del AR: Generada por amplificacion del AR o aumento en
los niveles de andrégenos.
e AR promiscuo: El AR se activa ante pseudo-androgenos, antagonistas de
androgenos o costrticoesteroides.
e Activacion del AR por factores de crecimiento: Activacion del AR
independiente de ligando mediada por el factor de crecimiento similar a
insulina (IGF-1), el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) o el factor

de crecimiento epidermal (EGF) (Feldman & Feldman, 2001).
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Figura 12. Posibles vias para la independencia a andrégenos. A. En la via hipersensible se produce mas de un AR
por amplificacién, aumentando su sensibilidad. B. Cuando el AR es promiscuo, el AR pierde su especificidad y
puede ser activado por moléculas no androgénicas. C. En la activacion por factores de crecimiento los receptores
tirosin-cinasa (RTK) son activados lo que genera la fosforilacion del AR via MAPK o AKT, produciendo un AR
independiente de ligando (Modificado de (Feldman & Feldman, 2001).

Los androgenos y el AR son los principales reguladores de la relacién entre la
proliferacion y la muerte celular en CaP, los cuales son los procesos celulares base

del desarrollo del cancer (Huggins, 1978). EI AR promueve la transcripcion de varios



genes blanco, como aquellos involucrados en la diferenciacion y funcion prostatica,
regulacion de la proliferacién y crecimiento celular, apoptosis y supervivencia (Dehm
& Tindall, 2006).

Interesantemente uno de los genes regulados por androgenos es el gen TMPRSS2
el cual es especifico de la préstata y posee elementos sensibles a androgenos en
su promotor. El gen TMPRSS2 esté involucrado en los re-arreglos cromosomicos
mas recurrentes en CaP los cuales resultan en la fusion de la regidn 5’ no traducida
del gen TMPRSS2 y genes miembros de la familia ETS (transformacion especifica
de eritoblastos). Este tipo de fusiones juegan un papel importante en la

tumorigénesis especialmente en CaP (Kumar-sinha, Tomlins, & Chinnaiyan, 2008).

4.2. FUSION TMPRSS2-ERG

Tomlins et al., 2005, fueron los primeros en describir la fusién de genes entre el gen
TMPRSS2 y la familia de genes ETS (Figura 13) (ERG, ETV1, ETV4 o0 ETV5). La
fusion TMPRSS2-ERG (T-E) es uno de los eventos genéticos mas predominantes
en CaP, estudios recientes han indicado que la fusion T-E se encuentra presente
aproximadamente en un 50% de los casos de CaP y debido a su prevalencia, la
fusion T-E tiene una importancia clinica y biol6gica en el desarrollo y progresion del
CaP (Pettersson et al., 2013; St. John et al., 2012).
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Figura 13. Formacion de la fusion involucrando el exén 1 del gen TMPRSS2 y el exén 4 del
gen ERG (Modificado de FusionCancer database, 2014).
La fusion T-E mas comun involucra el exéon 1 del gen TMPRSS2 (21922) y el exén
4 del factor de transcripcion ERG (21922). El gen TMPRSS2 es especifico de la

glandula prostatica, se expresa constitutivamente y su transcripcion esta controlada



por andrégenos a través de los elementos sensibles a andrégenos que se
encuentran en su promotor en la regién 5’- UTR.

ERG es miembro de la familia de genes ETS, ésta es una familia de genes de
factores de transcripcion en donde sus 27 miembros comparten un dominio de union
al DNA altamente conservado, este dominio les permite unirse a secuencias de DNA
ricas en purinas que contienen la secuencia 5-GGAA/T-3’ (Burdova, Bouchal,
Tavandzis, & Kolar, 2014).

Una vez que ha ocurrido el re-arreglo se produce una importante regulacion positiva
de ERG en donde su expresion es modulada por el promotor responsivo a
androgenos de TMPRSS2, como se ve en la figura 14. ERG es capaz de regular
funciones como el crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular, ademas juega
un papel importante en el proceso de transicion epitelial-mesenquimal (TEM) y al
ser un oncogén, los cambios en la regulaciébn de estos procesos conduce al

desarrollo del cancer (Klezovitch et al., 2008).
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Figura 14. Efecto del AR sobre el promotor regulado por andrégenos del gen TMPRSS2 en un
gen sin fusion (Benigno) y en un gen con la fusion que resulta en la sobre-expresion del gen ERG
(Tumor) (Mwamukonda et al., 2010).
Las implicaciones del prondstico en aquellos pacientes que poseen la fusion T-E
aun son debatibles ya que, desde su descubrimiento en 2005, han surgido varios
estudios en donde se sefiala una correlacién entre la fusion T-E y mal prondstico.
Sin embargo otros estudios han encontrado una correlacion entre la fusion T-E y un
buen prondstico y otros estudios en donde no se ha encontrado correlacion alguna.

A pesar de que se ha encontrado presencia de la fusion en la mayoria de casos de



CaP metastéasico, también se han encontrado casos de metastasis sin presencia de
la fusion (Delpus R., Delliaux C. et al., 2017).

Lo interesante de esta fusion es que ademas de involucrar una regulacién por parte
del AR; algunos de los genes blanco cuya transcripcion se ve aumentada como
consecuencia de la sobre-expresion de ERG, estan asociados a la via de
sefalizacion WNT (Lamouille, Xu, & Derynck, 2014). Wu et al., 2013 encontraron
que la sobreexpresién de ERG es capaz de inducir la expresion de ligandos de la
via WNT como WNT1, WNT2, WNT3A y WNT11, ademas de demostrar que ERG
ejerce una fuerte regulacion sobre el factor de transcripcion LEF1.

Los componentes de la via WNT se encuentran altamente conservados en
diferentes especies, esta via WNT se encarga de regular procesos de desarrollo
embrionario, diferenciaciéon y proliferacion celular ademas de estar involucrada en
la auto-renovacion de células madre. Cualquier mutacién o cambios en la regulacion
de esta via pueden conducir a defectos en el desarrollo y otras patologias como el
cancer (Zhan, Rindtorff, & Boutros, 2016).

Por otro lado, se ha reportado que la activacion del AR también puede ser mediada
por componentes de la via WNT como la B-catenina. La importancia de la
interaccion ente la fusion T-E y la via WNT, es que la desregulacion en esta via esta
directamente involucrada en el desarrollo de diversos tipos de cancer, entre ellos el
CaP (Terry, Yang, Chen, Vacherot, & Buttyan, 2006; Yang et al., 2006a).

4.3. VIiA DE SENALIZACION WNT

La via de sefalizacion WNT esta mediada por glicoproteinas secretadas de una
masa aproximada de 40 kDa y contienen cisteinas conservadas, la mayoria del
genoma de los mamiferos incluyen 19 genes Wnt que se agrupan en 12 subfamilias

conservadas.

El nombre de los genes Wnt proviene de un acronimo del homologo wingless (wg)
e Int-1, los cuales han sido descritos en mosca y ratén respectivamente. En 1982
Nusse y Varmus encontraron que el virus de tumor mamario en ratbn (MMTV)

promueve la carcinogénesis mamaria en raton, al insertarse en un gen especifico



del genoma hospedero, ellos llamaron a este gen Int-1. Posteriormente en 1987 el
gen wingless en Drosophila melanogaster se identific6 como un homélogo de Int-1
(Rijsewijk et al., 1987).

La via WNT participa en procesos de desarrollo embrionario, procesos de control
como especificacion celular, proliferacion celular, polaridad y migracion, ademas
también se encuentra implicada en el mantenimiento de la poblacion de células tipo
stem cells y se ha reportado desregulada en procesos neoplasicos (Yardy &
Brewster, 2005).
Cuando la via WNT es activada por las proteinas Wnt extracelulares, se pueden
activar diferentes cascadas de transduccion de sefial intracelulares, como:

e Via canobnica o Wnt/B-catenina.

e Via no canénica o independiente de 3-catenina.

o Ruta de polaridad celular planar (PCP).
o Ruta Wnt/Ca?* (Habas & Dawid, 2005).

Debido a que estas vias de sefializacion juegan un papel crucial durante la
embriogénesis, las proteinas Wnt estan estrictamente reguladas de manera
espacial y temporal durante las etapas del desarrollo. Es por eso que la
desregulacion en la sefializacion WNT puede tener graves consecuencias en el
desarrollo del embrién o patologias pleiotropicas y cancer (Logan & Nusse, 2004;
Yamaguchi, 2001).
La activacion de las rutas de sefalizacion de la WNT puede ser controlada por
diferentes antagonistas, dentro de los cuales se encuentra el factor 1 inhibidor de
wnt (WIF1), Cerberus, Sclerostin y miembros de la familia Dickkopf y la familia de
proteinas secretadas relacionadas a Frizzled (SFRP). Las proteinas Sclerostin y
Dickkopf antagonizan la via WNT al unirse a los co-receptores lipoproteicos de baja
densidad (LRP), mientras que WIF, Cerberus y SFRP la antagonizan uniéndose
directamente a las proteinas Wnt (Elzi, Song, Hakala, Weintraub, & Shiio, 2011).
Dentro de las dos diferentes vias de sefializacion de la via WNT, la via dependiente
de B-catenina es de especial interés ya que se ha demostrado que la B-catenina es
capaz de interactuar con el AR y promover su actividad transcripcional de manera

independiente de andrégenos, por lo que puede tener un papel importante durante



la progresion hacia el estado de resistencia a la castracion (G. Wang, Wang, &
Sadar, 2009).

4.3.1. RUTA CANONICA O WNT/B-CATENINA
La caracteristica clave de la ruta canonica es la degradacion regulada del co-
activador transcripcional B-catenina. La B-catenina es una proteina que pertenece a
la familia de proteinas armadillo y se encuentra en multiples localizaciones sub-
celulares.
Cuando la B-catenina se encuentra en el citoplasma sus niveles son controlados por
el complejo de Axina y cuando se encuentra en el nlcleo estd involucrada en la
regulacion transcripcional (Prakash & Swaminathan, 2015).
En ausencia de proteinas Wnt, la B-catenina citoplasmatica es degradada por el
complejo de Axina (Figura 15) el cual esta conformado por la proteina coli de
poliposis adenomatosa (APC), la cinasa 3 de glicégeno sintasa (GSK-3), la protein-
fosfatasa 2A (PP2A) y la casein-cinasa 1a (CK1a). La fosforilacion de la B-catenina
es mediada por GSK-3 y CK1a, esta fosforilacibn marca a la B-catenina para su
ubiquitinizacion y subsecuente destruccidn proteolitica mediada por el proteosoma
(Komiya & Habas, 2008).
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Figura 15. Complejo de degradacion de Axina. Se muestra la fosforilacion de los
residuos de la B-catenina mediado por GSK-3 y CK1a y su degradacion en el
proteosoma. (Modificado de  Stamos & Weis, 2013).

La cascada de sefalizacion (Figura 16) comienza cuando las proteinas Wnt
secretadas al espacio extracelular se unen al dominio extracelular N-terminal rico

en cisteinas (CRD, por sus siglas en inglés) de la familia de los receptores Frizzled



(Fz). Estos receptores tienen 7 asas transmembranales y estan acoplados a
proteinas G. Para que esta interaccion se lleve a cabo se necesita de la participacion
de co-receptores lipoproteicos de baja densidad 5/6 (LRP 5/6) los cuales se
fosforilan una vez que se forma el complejo ligando-receptor (Bovolenta, Rodriguez,
& Esteve, 2006; He, Semenov, Tamai, & Zeng, 2004a; Heuberger & Birchmeier,
2010).

La formacion del complejo Wnt-Fz-LRP5/6 activa la proteina homologa a
Dishevelled (Dvl-1 — Dvl-3) lo cual resulta en el reclutamiento del complejo de Axina
hacia la membrana celular donde se encuentran los receptores Fz y LRP5/6. Estos
eventos conducen a la inhibicién de la fosforilacion de la B-catenina mediada por el
complejo de Axina. La B-catenina se estabiliza y se acumula en el citoplasma lo cual
promueve su translocacion hacia el nucleo donde interactia con el factor de
transcripcion especifico de células T y la familia de proteinas del factor 1 de union
al potenciador linfoide (TCF/LEF1), junto con la proteina de células B linfoma 9 (Bcl-
9), CREB y CBP, activan la transcripcion de genes como c-myc, c-Jun, fibronectina,
ciclina D1, metaloproteinasa 7 (MMP7) y el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) entre otros (He, Semenov, Tamai, & Zeng, 2004b; Heuberger & Birchmeier,
2010; Kang et al., 2014; MacDonald, Tamai, & He, 2010; Stewart, 2014).
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Figura 16. Via candnica de la WNT, se muestra el complejo de Axina en
ausencia de sefiales Wnt y la acumulacion de B-catenina cuando las proteinas
Whnt se han unido a los receptores Fz v LRP. (Modificado de Pai et al.. 2017).



La ruta canonica de la via WNT es muy importante en el desarrollo del CaP, ya que
se ha demostrado que componentes de esta via pueden interactuar con el AR
afectando su sefalizacion. Algunas interacciones incluyen a la 3-catenina que es
capaz de formar un complejo con el AR y promover su sefializacion en células de
CaP (Truica, Byers, & Gelmann, 2000). La proteina GSK-3 que forma parte del
complejo de degradacién de la B-catenina, es capaz de fosforilar al AR
disminuyendo asi su capacidad de activar la transcripcién (Mazor, Kawano, Zhu,
Waxman, & Kypta, 2004). Por ultimo, existen tres sitios activos de union para
TCF/LEF1 en la region del promotor del AR, por lo que la via WNT puede
incrementar la transcripcion del AR (Yang et al., 2006b).

Los ligandos que estan involucrados en la activacion de la ruta canoénica incluyen a
las proteinas Wntl, Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a, Wnt8 y Wnt8b (He S et al.,
2015). Sin embargo se ha reportado que la Wnt3a se encuentra altamente
expresada en células de CaP avanzado (Bonci D et al., 2008).

Dentro de los antagonistas de la via WNT resaltan las proteinas SFRP ya que se ha
reportado una baja expresion de estas proteinas en distintos tipos de cancer y se
sugiere que exista una inactivacidon especifica tumoral de estas proteinas,
favoreciendo la progresion del cancer (Andresen et al., 2012). Por lo anterior es
necesario investigar mas a fondo sobre el papel de estas proteinas y su papel como

reguladoras de la via WNT en procesos carcinogénicos.

4.4. FAMILIA DE LAS PROTEINAS SFRP

Las proteinas solubles relacionadas a Fz, mejor conocidas como SFRPs, son
proteinas que pueden unirse directamente a las proteinas Wnty a los receptores Fz
por sus similitudes estructurales (Finch et al., 1997; Rattner et al., 1997). La familia
de las SFRPs esta conformada por cinco miembros, los cuales se agrupan en dos
diferentes clusters segun la similitud de sus secuencias; las proteinas SFRP1,2y5
pertenecen al primer grupo que esta distantemente relacionado al segundo grupo
conformado por las proteinas SFRP3 y 4 (Garcia-hoyos et al., 2004).

La estructura de las proteinas SFRP se representa en la figura 17. Las SFRPs son

glicoproteinas de aproximadamente 300 aminoacidos de longitud con una



secuencia sefial y un dominio rico en cisteina similar a frizzled (CRD) el cual
constituye la region N-terminal y una regién de union a heparina hidrofilica ademas
de un motivo relacionado a netrina (NTR) que constituye el C-terminal. EI dominio
CRD posee 10 residuos de cisteina conservados los cuales tienen una homologia
de secuencia con el dominio CRD de la parte extracelular de los receptores Fz
(Figura 16) (Dann et al., 2001; K. Lin et al., 1997; Rattner et al., 1997).
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Figura 17. Representacion de los dominios en la estructura de las proteinas SFRP y
receptores Frizzled (Kawano & Kypta, 2003).

Esta homologia permite que las SFRPs inicien la formacién de un complejo con los
receptores Fz.

Estudios iniciales que se realizaron en Xenopus y en Drosophila designaron a las
SFPRs como antagonistas de la via WNT/B-catenina por su habilidad de unirse a
las proteinas Wnt (Leyns et al., 2011; X. Lin & Perrimon, 1999; Reichsman et al.,
2000).

Recientemente se demostré que el dominio CRD de las SFRPs puede tener una
funcion dual, ya que por una parte es capaz de unirse a las proteinas Wnt e inhibir
la via de sefializacion WNT dependiente de B-catenina como se ve en la figura 18,
pero por otra parte también tiene la habilidad de unirse a los receptores Fz formando
homo y heterodimeros que son capaces de estimular la transduccion de sefial (Bhat,
Stauffer, Komm, & Bodine, 2007; Carron et al., 2003; Martin-Manso et al., 2012).
Este efecto dual de las proteinas SFRPs es dependiente de su concentracion y del
contexto celular, es decir es decir, de las condiciones a las que esté expuesta la
célula o el proceso que esté llevando a cabo. Un ejemplo son SFRP1y 2, que han
demostrado incrementar o disminuir la estabilizacién de 3-catenina dependiendo del

tipo celular y el patron de expresion de los receptores Fz (Xavier et al., 2015).
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Figura 18. Representacion del mecanismo de inhibicion de la via WNT/(-
catenina por la proteina SFRP1 (Modificado de (Saini, Majid, & Dahiya,
2011)

La via WNT juega un papel importante en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis
en tejidos adultos, un activacion aberrante de esta via ocurre en una amplia
variacion de tumores por lo que una regulacién a la baja de las SFRPs es frecuente
en carcinomas resaltando la importancia de las SFRPs como reguladores de la
actividad Wnt en tejidos sanos (Kawano & Kypta, 2003).

Las SFRPs poseen una funcion de supresor tumoral, se ha observado que en
carcinomas invasivos como cancer de mama, gastrico, cervical, hepato-celular y de
prostata existe una pérdida o significativa regulacion a la baja de SFRP1 o SFRP3
(Bovolenta et al., 2008).

Zheng et al., 2015 encontraron que existia una expresion disminuida de SFRP1 en
muestras de CaP y que esta expresidn se correlacionaba inversamente con la
expresion de 3-catenina lo que conduce a un pobre prondstico de supervivencia de
los pacientes con CaP, por esta razbn SFRP1 ha sido propuesto como un
biomarcador predictivo y de prondéstico. (Zheng et al., 2015). Por lo anterior, estudiar
el papel de la proteina SFRP1 como regulador de la via WNT es esencial para

comprender los mecanismos de progresion del CaP.



4.4.1. PROTEINA SFRP1 EN CANCER DE PROSTATA
La proteina SFRP1 también conocida como SARP-2, FRP1 o FrzA, se encuentra
en el cromosoma 8p21, un sitio frecuente de pérdida de heterocigosidad en tumores
humanos (Wright et al., 1998).
SFRP1 es una proteina que es requerida para el desarrollo normal de la prostata y
se ha postulado que tiene un papel como modulador paracrino entre la
comunicacién estroma-epitelio en el crecimiento epitelial, morfogénesis de
ramificacion y la expresion de genes (Joesting et al., 2008). Se ha encontrado que
la proteina SFRP1 esta sub-regulada en distintos tipos de cancer como el cancer
cervical, cancer de mama, cancer de ovario y cancer de rifiones (Bardou et al., 2001;
Zhou et al., 1998).
Reportes han demostrado que las SFRPs tienen una expresién disminuida por
pérdida de heterocigosidad o por metilacion en su promotor. Principalmente se ha
encontrado que las SFRP1, 2, 4 y 5 se encuentran hipermetiladas en su promotor
en cancer de eséfago, colorrectal, de pulmén y mama; sin embargo, en cancer de
préstata los niveles bajos de expresion de SFRP1 ademas de ser mediados por la
hipermetilacion también se ha observado una ganancia aberrante de la marca de
histona H3K27me3 (Garcia-Tobilla et al., 2016; Liang et al., 2015; Vincent &
Postovit, 2017; Zou et al., 2005).
La proteina SFRP1 es de vital importancia para evitar la transcripcion de genes que
promueven la proliferacion celular ademas de la diferenciacion, las cuales son
factores importantes para el desarrollo y progresion del cancer.
SFRP1 es capaz de inhibir la actividad transcripcional del AR asi como la
proliferacion de lineas celulares andrégeno-dependientes como LNCaP y 22Rv1
(Kawano et al., 2009; Zheng et al., 2015).

La via WNT vy la fusion T-E estan estrechamente relacionadas con la sefializacion
del AR, estos procesos se encuentran desregulados en CaP por lo que determinar
si la proteina SFRP1 puede tener algin efecto sobre la interaccion de estas tres
vias de sefalizacion permitiria conocer mas acerca de los mecanismos de

progresion en el CaP.



5. JUSTIFICACION

El cancer de préstata representa el segundo tipo de cancer mas comdn a nivel
mundial, y es la primera causa de muerte por tumores malignos en hombres en
México. Algunos tumores tienen caracteristicas que contribuyen a que las células
de CaP se vuelvan mas agresivas y desarrollen resistencia a la castracion.

Dentro de éstas caracteristicas neoplasicas se encuentran la sobre-expresion de la
fusion T-E, la cual se encuentra presente en mas del 50% de los casos de CaP.
Esta fusion de genes promueve la activacion de vias de sefializacion como la via
WNT cuyo producto final es la transcripcidon de genes involucrados en el crecimiento
y la progresion tumoral. A pesar del conocimiento que existe sobre la participacion
de dichas vias de sefalizacion en el progreso de la enfermedad se conoce poco

sobre el efecto de la proteina SFRP1 sobre genes de fusion en CaP.

En el presente trabajo se plantea evaluar el efecto de la proteina SFRP1 en dos
lineas celulares que tienen diferente expresion de la fusion T-E, donde una de ellas
presenta una mutacion en el dominio de unién al ligando del AR. Los mecanismos
por los cuales SFRP1 podria ejercer una regulacion sobre T-E no han sido
establecidos aun y entender dichos mecanismos nos permitira establecer si la
proteina SFRP1 puede servir como un posible tratamiento para los tumores de CaP

gue expresan la fusion de genes TMPRSS2-ERG.



6. HIPOTESIS
El tratamiento con la proteina SFRP1 sobre las células de CaP que expresan la

fusion TMPRSS2-ERG generara una disminucion en su viabilidad celular y

migracion, asi como en la expresion de genesy proteinas relacionados a la via WNT

y el receptor de andrégenos.



7. OBJETIVOS
7.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la proteina SFRP1 sobre la via WNT vy el receptor de
androgenos mediante la evaluacion de la expresion genes 'y proteinas relacionados
a dichas vias en células VCaP que expresan la fusion TMPRSS2-ERG vy células
LNCaP que no expresan la fusion, para determinar el papel de la proteina SFRP1

en el desarrollo y progresion del cancer de prostata.

7.2. OBJETIVOS PARTICULARES

v" Medir el efecto de SFRP1 sobre la viabilidad en células VCaP que expresan
expresan la fusion TMPRSS2-ERG y células LNCaP que no expresan la
fusion.

v" Medir el efecto de SFRP1 sobre la migracion celular mediante un ensayo de
sanacion

v Determinar el efecto de SFRP1 sobre la expresion de genes y proteinas de
la via WNT y de la via del receptor de andrégenos in vivo e in vitro mediante
ensayos de PCR en tiempo real.

v Determinar los cambios en las concentraciones de PSA en suero de un
modelo murino después del tratamiento con la proteina SFRP1.



8. MATERIALES Y METODOS
8.1. CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares utilizadas se obtuvieron de la “American Tissue Culture
Collection” (ATCC). Se crecieron en medio RPMI 1640 con rojo de fenol (Gibco®,
31800022), suplementado con suero fetal bovino (SFB) (BioWest, S1810) al 10%.
Se mantuvieron en una incubadora a una temperatura de 37°C con atmdsfera de al
5% de CO..

Las caracteristicas generales de las lineas celulares utilizadas son las siguientes:

e LNCaP, ATCC® CRL-1740™: Células epiteliales adherentes, derivadas de
CaP con metastasis a nodulo linfatico. Expresa PSA y un AR altamente
sensible.

e VCaP ATCC® CRL-2876™: Células epiteliales adherentes, derivadas de
CaP con metastasis a vertebras. Expresa PSA y la fusibn TMPRSS2-ERG.
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Figura 19. Morfologia norma(l g:rggﬁ:)s ((::!IL_J(I:ags LNCaP (izquierda) y VCaP
8.2. TRATAMIENTOS CON SFRP1Y DHT

La aplicacion de los tratamientos se llevo a cabo en medio RPMI 1640 sin rojo de
fenol (Sigma Aldrich®, R8755), suplementado con SFB filtrado por carbono
(Charcoal stripped, en inglés) (Gibco®, 12676029). Se aplicaron los tratamientos con
la hormona DHT (Sigma, D-073) a concentraciones de 0.1-10nM y con la proteina
recombinante SFRP1 a concentraciones de 0.1-10nM. Para las preparaciones de
DHT se us6 como vehiculo etanol a una concentracion final del 1% y para las



preparaciones de SFRP1 se usé como vehiculo BSA a una concentracion final del
1%. En los diferentes tratamientos las condiciones control se prepararon con medio
RPMI sin rojo de fenol suplementado con SFB filtrado por carbono mas BSA y DHT
al 1%.

8.3. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR (MTT)
Se colocaron 1x10* células por pozo en 17 placas de 96 pozos. Las células se
dejaron crecer por 48hrs. Se sembraron més placas unicamente con células VCaP

para verificar resultados.
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llustracion 1. Esquema de distribucién celular en placas de 96 pozos para ensayo de viabilidad.
Figura de elaboracién propia.
Posterior a este tiempo se realiz6 la deplecion hormonal cambiando el medio RMPI
con rojo de fenol por medio RPMI sin rojo de fenol y SFB filtrado por carbono; y se

aplicaron los tratamientos.
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llustracion 2. Esquema de distribucién de tratamientos en placas de 96 pozos para ensayo de viabilidad celular.
Figura de elaboracion propia.

Las placas se dejaron incubar otras 24 horas y posterior a este tiempo se colocaron
10uL del reactivo MTT y se incubaron por 2 horas a 37°C en atmdsfera con COs..
Pasadas las 2 horas se agregaron 100uL de SDS al 10%, las placas se cubrieron
con papel aluminio y se dejaron toda la noche a temperatura ambiente.

La lectura se realiz6 al dia siguiente en un equipo Epoch™ (Biotek, Microplate
Spectrophotometer) a una absorbancia de 570nm.

8.4. ENSAYO DE MIGRACION POR HERIDA
Se colocaron 5 x 10° células VCaP y 5x10° células LNCaP en cada pozo en 6 placas

de 6 pozos.
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3 placas con células LNCaP 3 placas con células VCaP

llustracion 3. Esquema de distribucién celular en placas de 6 pozos para ensayos
de herida. Figura de elaboracion propia.

Las placas se incubaron por 48 horas, al terminar éste tiempo se realizé cambio de
medio ya las 24 horas las células se lavaron con 1mL de PBS por 1 minuto,
posteriormente se aplicaron los tratamientos y se realiz6 una herida sobre la



monocapa de células con una punta de micropipeta de 200uL en el centro de cada
pozo de cada placa, cuando se encontraban a un 100% de confluencia. Se tomaron
fotografias cada 24 horas a partir de las 0 horas y hasta las 96 horas. Las placas se
dejaron incubaron a 37°C en atmdsfera con CO2 hasta las 96 horas

D) 0@

3 placas con células LNCaP 3 placas con células VCaP
C= Control, BSA y Etanol al 1% C= Control, BSA y Etanol al 1%
D= DHT 0,01nM D= DHT 0,01nM
S=SFR1 0.01nM S=SFR1 0.01nM
S+D=SFRP1y DHT 0.01nM S+D= SFRP1y DHT 0.01nM

llustracion 4. Esquema de distribucién de tratamientos en placas de 6 pozos para ensayo de
herida. Figura de elaboracion propia.

8.5. ENSAYOS DE EXPRESION DE mRNA Y PROTEINAS
Se utilizaron 16 matraces para cultivo celular de 25 cm?, 8 matraces para células

LNCaP y 8 matraces para células VCaP.
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2 matraces de cada condicion para LNCaP 2 matraces de cada condicion para VCaP

C=control C=control
S=SFRP10.01 nM S=SFRP10.01 nM
D= DHT 0.01nM D= DHT 0.01nM
S+D= SFRP1 v DHT 0.01nM S+D= SFRP1y DHT 0.01nM

llustracién 5. Esquema de distribucion celular en matraces de 25cm? para extraccion de proteinas. Figura de elaboracion
propia.

Los matraces se incubaron por 24 horas hasta un 80-90% de confluencia. Un matraz
de cada condicion se destind para extraccibn de RNA y otro matraz de cada
condicion se destind para extraccion de proteinas.

A continuacion, las células se lavaron con PBS y después se agregaron 250 yL de
buffer RIPA a cada botella, las células se fueron removiendo con un raspador o
scrapper y el lisado se transfirio a tubos estériles de 1.5 ml. Se realizaron tres
alicuotas de suspension celular tanto para la extraccion de RNA como para la
extraccion de proteinas del apartado siguiente.

Para la extraccion de RNA se utilizo el RNeasy Mini Kit (250) (Qiagen, 74106)

siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA obtenido se guard6 a -80°C.



Se realiz6 un retrotranscripcion (RT) con 500 ng de RNA utilizando el kit Reverte
Aid Synthesis (ThermoFisher, K1691), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las condiciones de reaccion fueron 42 °C por 60 minutos, 70 °C por 5 minutos y
finalmente 4 °C a tiempo indeterminado como seguridad hasta guardar las muestras
a 4 °C. Con este ensayo se obtuvo DNA complementario (cDNA) del cual se
utilizaron 2 uL para realizar una PCR en tiempo real utilizando un equipo de la
compafiia Life Technologies: Sistema QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR
System. Para la PCR se utilizaron sondas TagMan® predisefiadas para medir la
expresion de los siguientes genes: AR (Hs00171172_ml), KLK3 (PSA)
(Hs02576345_m1), WNT3A (Hs00263977_m1), FZD4 (Hs00201853_m1) y LEF1
(Hs00610060_m1); se usé GAPDH (Hs02758991 g1) como control interno. Todas
las sondas fueron adquiridas en Applied Biosystems. Los datos se analizaron por el
método de cuantificacion relativa 2-22¢t (Livak & Schmittgen, 2001).

Al lisado celular obtenido en los pasos anteriores después, se le agregaron 250 L
de buffer RIPA (Sigma Aldrich®, R0278), las muestras de dejaron 2 horas a 4°C y
enseguida se centrifugaron a 13,000 rpm (11300 g) por 30 minutos a 4°C. Se tomé
el sobrenadante y se depositdé en un tubo estéril de 1.5 ml. Se agregd 1 uL de
inhibidor de proteasas por cada 100 pL de lisado obtenido.

Las proteinas se guardaron a -20°C hasta la cuantificacion.

Para la extraccion de proteinas de citoplasma y nucleo se utilizé el kit NE-PER™
Nuclear and cytoplasmatic extraction reagents (ThermoFisher, 78833), segun las
instrucciones del fabricante. Los extractos de proteinas nucleares se guardaron a
-80°C hasta la cuantificacion.

La cuantificacion se realizé6 con el kit de cuantificacion EZQ™ (ThermoFisher
Scientific, #R33200), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las proteinas
se visualizaron en un transiluminador UV a 300 nm con un tiempo de exposicion de
0.05 segundos.

Para obtener la cuantificacion en concentracion de g, los resultados se analizaron
con el programa Image Studio Lite (LICOR Biosciences).

Para el ensayo de Western Blot se utilizaron 20 ug de proteina, y se corrieron
electroforesis en geles SDS-PAGE al 12 % (15-60 kDa) y al 8% (30-120 kDa). Los



geles se transfirieron a membranas de polifluoruro de viniliodeno (PDVF, por sus
siglas en inglés) (BioRad, #1620177) las cuales se activaron previamente en
metanol y buffer de transferencia frio. La transferencia se realizé en un equipo Semi-
Dry de Bio-Rad, para proteinas de LNCaP a 15 volts por 30 minutos y la
transferencia para proteinas de VCaP se realiz6 a 15 Volts por 1 hora. Las
membranas se bloquearon con leche al 5% en buffer TBST/Tween 1 % por 2 horas
a 4 °C, después se agregaron los anticuerpos primarios en leche al 1 % en buffer
TBST/Tween al 1 % y se dejaron incubando en agitacion toda la noche a 4 °C. Al
dia siguiente, las membranas se lavaron 3 veces con buffer TBST/Tween al 1% y
se colocaron los anticuerpos secundarios en leche al 1% en buffer TBST/Tween al
1% y se dejaron incubando en agitacion a temperatura ambiente por 2 horas. Al
terminar la agitacion, las membranas se lavaron 3 veces con buffer TBST/Tween al
1%, y se incubaron con el sustrato Luminanta ™ Forte Western HRP (Merck
Milliepore, WBLUF0100) 4 minutos. Las membranas se visualizaron en un
fotodocumentador, tomando en promedio 10 fotografias cada dos o cinco segundos

por tres minutos

Tabla 3. Diluciones de los anticuerpos primarios y secundarios que se utilizaron

durante el ensayo de Western Blot.

Anticuerpo Anticuerpo
Primario Secundario
Proteina Dilucién Datos del Dilucién Datos del Anticuerpo
Anticuerpo
GAPDH 1:40,000 Monoclonal Anti- 1:20,000 Anti-mouse IgG, HRP
GAPDH (Abcam, linked Antibody (Cell
ab8245) Signaling, 7076)
PSA 1:5,000 Monoclonal 1:10,000 Monoclonal Anti-
PSA/KLK3 Rabbit Rabbit IgG HRP
mAb (Cell signaling, (Abcam, ab99697)
2475)
ERG 1:1,000 Monoclonal Anti 1:2,000 Anti-mouse IgG, HRP
ERG-1/2/3 (Santa linked Antibody (Cell
Cruz, sc-376293) Signaling, 7076)
AR 1:5,000 Rabbit Monoclonal 1:10,000 Monoclonal Anti-
Anti-AR (Abcam, Rabbit IgG HRP

ab108341) (Abcam, ab99697)



8.5.1. ENSAYOS DE EXPRESION EN UN MODELO IN VIVO DE
XENOTRANSPLANTE MURINO Y MEDICION DE PSA

Se realizaron xenotranplantes de células VCaP que se inocularon en ratones de la
cepa nu/nu. Se inyectaron 80 uL de una suspension celular con 5 x108 células/ul en

matrigel. La inoculacion se realizo en el lomo del raton via subcutanea.

De nuestra poblacion piloto de estudio, dos ratones desarrollaron tumor, éstos se
identificaron como 2A y 2V. El peso de los ratones y las medidas del tumor se
monitorearon cada tercer dia. Se realizé toma de muestra sanguinea de la cola de
los ratones cada semana, tomando 400 uL de sangre para medir las
concentraciones de PSA en suero con el kit PSA (Human) ELISA Kit (Abnova,
KA0208) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los ratones fueron castrados a la semana 2 (raton 2A) y a la semana 5 (ratén 2V).
Se realiz6 aplicacion de tratamiento con la proteina SFRP posterior a la castracion,
inyectando directamente en el tumor 50uL de la proteina recombinante durante 10

dias.

Para asemejar la terapia de blogueo de los andrdogenos utilizada en la clinica,
realizamos una cirugia de castracion entre la segunda y quinta semana posteriores
a la aparicion del tumor. El tejido tumoral se extrajo en la semana 13 cuando tenia
un volumen aproximado de 450-480 mm3. EI RNA del tejido se obtuvo mediante el
método de trizol y se guardd a -80 °C. Se realizé un ensayo de retrotranscripcion
(RT) con 500 ng de RNA utilizando el kit Reverse Aid Synthesis (ThermoFisher,
K1691), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realiz6 un
ensayo de PCR con las mismas condiciones utilizadas previamente para los

modelos celulares in vitro.



9. RESULTADOS
9.1. Lostratamientos con DHT y SFRP1 tienen efectos diferentes sobre
la viabilidad celular en LNCaP y VCaP.

Para este ensayo se probaron diferentes tratamientos con DHT y SFRP1 a
diferentes concentraciones y en diferentes combinaciones para determinar si estos
tratamientos pudieran tener algin efecto sobre la viabilidad celular tanto en las
células LNCaP como en las células VCaP. En este ensayo los tratamientos con
concentraciones crecientes de DHT y SFRP1 no mostraron tener efectos
significativos en las lineas celulares. Sin embargo en la linea celular LNCaP se
puede observar un efecto positivo a la concentracién de 0.01nM como se ve en el
grafico 1. La linea celular VCaP muestra un ligero aumento en la viabilidad a una
concentracion de DHT 0.01nM siendo no significativo. En el grafico 2 observamos
un efecto positivo en la viabilidad de LNCaP y VCaP con SFRP1 a concentracion
de 0.01nM y una disminucion a concentraciones de 10nM en LNCaP y de 1nM en
VCaP.
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Grafico 1y 2. Viabilidad celular en células LNCaP y VCaP con tratamientos de DHT y SFRP1 a
diferentes concentraciones (0.01 nM, 0.1 nM, 1 nMy 10 nM). 1. Tratamiento con DHT. Se puede
observar que no existe una tendencia en ninguna de las lineas celulares, sin embargo, en LNCaP se
observa que con cualquier concentracion de DHT la viabilidad se mantiene superior al control,
teniendo un aumento significativo a una concentracion de 0.01nM. 2. Tratamiento con SFRP1.
Ambas lineas celulares experimentan aumento con la concentracion SFRP1 0.01nM. En LNCaP se
observa una tendencia a la baja cuando se aumenta la concentracion de SFRP1, con una
disminucién significativa en 10nM vs. 0.01nM. En VCaP la disminucién mas notable se observa en

1nM vs. 0.01nM. Mayor significancia=****



En ambas lineas celulares observamos un aumento en la viabilidad a
concentraciones de 0.01nM de DHT y 0.01nM de SFRP1, por lo cual se decidié
realizar un ensayo realizando una combinacion de DHT y SFRP1 a dichas
concentraciones para ver si juntas tenian un efecto sinérgico en la viabilidad o
sucedia lo contrario. Lo que se encontré fue que nuevamente con DHT la linea
celular LNCaP muestra un aumento significativo. Con el tratamiento combinado de
S+D no se observaron cambios significativos sin embargo se ve que ambas lineas
aumentan un poco su viabilidad siendo el efecto mas notable en la linea celular

LNCaP, como se ve en el grafico 3.
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1504 0.0082
o B LNCaP

|_| i ; VCaP

1004

% De Viabilidad Celular

50~
Control DHT SFRP1 S+D

Condiciones

Gréafico 3. Viabilidad celular en células LNCaP y VCaP tratadas con DHT y SFRP1 a
concentraciones de 0.01 nM. Aumento significativo con DHT Unicamente en LNCaP, no se
observan cambios significativos cuando se aplica SFRP1 sola. Ligero aumento no significativo con

tratamiento S+D.

Debido a que en los ensayos anteriores observamos que la linea celular LNCaP
mostraba mayores efectos con los tratamientos decidimos tomar como referencia el
tiempo de duplicacion de esta linea celular (40 a 60h) y aplicar tratamientos a
diferentes tiempos, desde antes de su tiempo de duplicaciébn hasta un poco
después. Puesto que los ensayos anteriores se habian realizado a 48h. En estos
ensayos la concentracion de DHT fue constante de 0.01nM y se probaron
concentraciones de 0.01nMy 1nM de SFRPL1.

En el grafico 4, observamos que antes del tiempo de duplicacion que es a las 24

horas, existe un aumento de la viabilidad con los tratamientos de SFRP1 0.01nM y



la combinacion S+D. A las 72 horas existe una disminucion en la viabilidad con la
combinacion S+Dy al llegar a las 96 horas la viabilidad se recupera pero no muestra
diferencias significativas. En el grafico 5 observamos que al aumentar la
concentracion de SFRP1 a 1nM, la disminucion de la viabilidad se mantiene desde
las 24 horas hasta las 72 horas con la combinacion S+D. Nuevamente a las 96 horas

la viabilidad se recupera.
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Grafico 4. Viabilidad celular en células LNCaP con DHT constante a 0.01nM y SFRP1 con
concentracion de 0.01nM probando diferentes tiempos (24hrs, 48hrs, 72hrs y 96hrs). Aumento
de viabilidad celular con un tratamiento de S+D a las 24hrs y disminucion de viabilidad celular con
tratamiento de S+D a las 72hrs. Gréafico 5. Viabilidad celular en células LNCaP con DHT
constante a 0.01nM y SFRP1 a una concentracién 1nM probando diferentes tiempos (24hrs,
48hrs, 72hrs y 96hrs). Disminucion de viabilidad celular con tratamiento de S+D a las 24, 48 y 72hrs.

Posteriormente decidimos aplicar diferente nimero de tratamientos con DHT
0.01nM constante y de nuevo dos concentraciones de SFRP1, 0.0lnMy 1nM en la
linea celular LNCaP, cada 24 horas.

En el grafico 6 observamos que el efecto negativo sobre la viabilidad de LNCaP se
potencia usando de dos a tres tratamientos cada 24hrs con SFRP1 y S+D 0.01nM
y que cuando la concentracion aumenta a 1nM la viabilidad aumenta a partir de los
3 tratamientos como se ve en el grafico 7. Lo anterior indica que en la linea celular
LNCaP, existe una disminucion en la viabilidad usando SFRP1 y S+D a
concentraciones bajas de 0.01nM y que se tiene un aumento en la viabilidad cuando

la concentracion de SFRP1 se eleva a 1nM.
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Grafico 6. Viabilidad celular en células LNCaP con dos, tres o cuatro tratamientos de DHT y
SFRP1 ambos a una concentracién de 0.01nM, aplicados cada 24hrs. Disminucién de la
viabilidad cuando se aplican 3 o 4 tratamientos de SFRP1 sola o con DHT. Grafico 7. Viabilidad
celular en células LNCaP con dos, tres o cuatro tratamientos de DHT 0.01nM y SFRP1 a una
concentracion de 1nM, aplicados cada 24hrs. Disminucion de la viabilidad con dos tratamientos
cuando se usa SFRP1 mas DHT. Aumento de viabilidad cuando se aplican 4 tratamientos de SFRP1

sola.

En la linea celular VCaP se encontré6 que SFRP1 no afecta su viabilidad hasta
alcanzar concentraciones elevadas de 10nM en donde la proteina SFRP1 genera

un aumento de ésta como se ve en el grafico 8.
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Grafico 8. Viabilidad celular en células VCaP con un solo tratamiento de DHT y SFRP1 por
separado a diferentes concentraciones (0.01nM, 0.1nM, 1nM y 10nM). Aumento significativo de
viabilidad con tratamiento de SFRP1 a una concentracién de 10nM con respecto al control y las otras

concentraciones probadas. No se observan cambios importantes con el tratamiento de DHT.



En el grafico 9 se decidio utilizar DHT a una concentracion constante de 0.01nM y
combinarlo con concentraciones crecientes de SFRP1y en el grafico 10 se combin6
DHT y SFRP1, ambos a concentraciones crecientes. En ninguno de los dos ensayos
se encontraron cambios en la viabilidad de VCaP.

Esto indica que VCaP responde a SFRP1 de manera contraria a como responde

LNCaP a los mismos tratamientos.

9 Viabilidad Celular de VCaP con 10 . .
Concentraciones Crecientes de SFRP1 Viabilidad Celular de VCaP con Concentraciones
y DHT constante Crecientes de DHT y SFRP1
150 150+
3 3
8wl o I 1 .
é é 1004 T
3 3
S 507 S
Q (]
o a
® =2
0= T T 50+ T T
Control 0.01 0.1 1 10 Control 0.01 0.1 1 10
DHT0.01nM  + + + + l S+D |

Concentraciones de SFRP1 (nM) Concentraciones (nM)

Grafico 9. Tratamientos combinados con DHT constante a cuna concentraciéon de 0.01nM y
diferentes concentraciones de SFRP1 (0.01nM, 0.1nM, 1nM y 10nM). No se observan diferencias
entre los tratamientos. Gréfico 10. Tratamientos combinados de DHT y SFRP1 donde la
concentracion de ambos es creciente (0.01nM, 0.1nM, 1nM y 10nM). No se observan diferencias

significativas.

9.2. Lostratamientos con DHT y SFRP1 tienen efectos diferentes sobre
la migracion celular en LNCaP y VCaP.

Al no observar cambios en la viabilidad celular de VCaP pero si en LNCaP con los
tratamientos de SFRP1, la siguiente pregunta era saber qué pasaba con otras
caracteristicas del cancer en estos dos tipos celulares cuando se trataban con
SFRP1 y decidimos evaluar la migracion celular por herida.
Para el ensayo de herida se aplicaron tratamientos con DHT 0.01nM, SFRP1
0.01nMy SFRP1 + DHT ambos a una concentracion de 0.01nM después de que se
realizé la herida. Los resultados se presentan en funcién de la capacidad de las
células para cerrar la herida, es decir su migracion y proliferacion.
En este ensayo se encontré que cuando se aplica el tratamiento de SFRP1 mas

DHT las caracteristicas de migracion se ven afectadas de maneras opuestas en las



lineas celulares, teniendo que en LNCaP esta capacidad se ve disminuida, contrario
a lo que sucede con las células VCaP las cuales son capaces de cerrar la herida
casi un 200% comparado con el control, como se ve en las graficas 11y 12.

LNCaP
A CONTROL DHT SFRP1 S+D

0 hrs

96hrs

B CONTROL

OHRS

96HRS

Figura 20. Fotografias representativas del ensayo de herida con tratamientos de DHT, SFRP1
y S+D 0.01nM a las Ohrs y 96hrs. A. Comparacion de la primera y la Ultima fotografia de las
células LNCaP. Se observa que con los tratamientos con SFRP1 sola o combinada la cantidad de
células que cierran la herida es menor comparado con el control y DHT. B. Comparaciéon de la
primeray la tltima fotografia de células VCaP. Se observa un efecto opuesto a LNCaP, ya que
con los tratamientos con SFRP1 sola o combinada se ve una mayor cantidad de células que cierran
la herida.
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Graficos 11y 12. Porcentaje de cierre de herida en células LNCP y VCaP con tratamientos
de DHT, SFRP1 y S+D 0.01nM. 11. Células LNCaP, porcentaje de cierre de herida disminuido
en tratamientos donde se aplica S+D 12. Células VCaP, porcentaje de cierre de herida elevado
en tratamientos donde se aplica S+D, indicando que la proteina tiene efectos opuestos segun la
linea celular.

9.3. SFRP1 modificalaexpresion de mRNA de elementos de la via WNT
en células LNCaP y VCaP.

El RNA se obtuvo de células tratadas con DHT, SFRP1 y S+D a concentracion
0.01nM. Una vez que sabiamos que los tratamientos afectaban la migracion celular
quisimos determinar qué genes estaban siendo expresados para dar lugar a estas
caracteristicas fenotipicas por lo que se realizaron ensayos de PCR en tiempo real.
Principalmente se evaluaron genes de la via WNT y del AR ya que estas vias se
encuentran relacionadas a la accion de la proteina SFRP1 y promueven la
proliferacion y migracion celular.
Cabe mencionar que estos ensayos no son concluyentes debido a que el RNA
obtenido poseia absorbancias 260/280=1.5y 260/230=1.3 indicando contaminacién
con proteinas y otros componentes, ademas en los geles de integridad se mostraba
ligeramente degradado. Es por eso que en el laboratorio se contintia trabajando en
mejorar la técnica de extraccién de RNA.
Lo que se pudo obtener de los ensayos realizados fue que con los tratamientos de
S+D en LNCaP se detectd un aumento en el mMRNA de KLK3 que codifica para el
PSA, y una disminucién en los mensajeros de WNT3A y LEF1 como se ve en el

gréfico 13, lo cual concuerda con lo observado en los ensayos de migracién ya que



los genes WNT3A y LEF1 son efectores de la via WNT la cual esta implicada en
procesos de migracién celular.

En VCaP observamos que con el tratamiento de S+D aumenta el mRNA del AR,
ademas de aumentar el mMRNA de LEF1y FZD que también participan en la via
WNT, grafico 14.
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Gréfico 13. Expresion relativa del mRNA en células LNCaP tratadas con SFRP1y DHT 0.01nM.
Aumento en la expresion del mMRNA de KLK3 con el tratamiento de S+D. mRNA de WNT3A y LEF1
muestran un disminucién con tratamiento de S+D.

Gréfico 14. Expresion relativa del mRNA en células VCaP tratadas con SFRP1y DHT 0.01nM.
Aumento en la expresion del mMRNA de AR, FZD4 y LEF1 con tratamiento de S+D. mRNA de WNT3A

muestra disminucién con tratamiento S+D.

Una vez mas, las dos lineas celulares muestran efectos contrarios entre si, ya que
en LNCaP podemos observar que la combinacion de S+D es capaz de disminuir la
expresion de los mensajeros de genes involucrados en la via WNT asi como el

MRNA del AR, contrario a lo que pasa en VCaP

Ya que se encontro que los tratamientos con S+D generan cambios en la expresion

del mMRNA de genes involucrados en la via WNT y el AR, era necesario saber si



estos cambios se mantenian a nivel de proteina, por lo que se realizaron ensayos

de western blot.

9.4. Tratamiento combinado de SFRP1+DHT aumenta la expresion de
PSA en células LNCaP y la expresion de ERG en las células VCaP.

En los ensayos de western blot o que se encontr6 fue que en LNCaP se genera un
aumento en la proteina del PSA, lo cual esta ligado directamente a la actividad del
AR, dicha actividad es estimulada por la DHT, figura A. Para estar seguros de esto
decidimos evaluar la translocacion del AR, para lo cual se realizé una extraccién de
proteinas de nucleo y citoplasma. Encontrando que entre mas se estimule al AR con

DHT mas proteina de AR se transloca al nucleo, figuras By C.

Por otro lado, en la linea celular VCaP se decidi6 evaluar la expresion de la proteina
ERG, la cual es el producto de la fusibn T-E. Se encontré que ésta expresion
aumenta de manera similar al PSA, ya que cuando se administra DHT solo 0 en
combinacion con SFRP1, la expresién de ERG es casi el doble con respecto al
control, figura D. Cuando medimos la expresion del AR, encontramos que entre mas

se expresa ERG menor es la expresiéon del AR., figura E.
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Figura 21. A. Blots y nivel de expresion relativa de proteinas extraidas de células LNCaP
después de tratamiento con DHT, SFRP1 Y S+D aunaconcentracion 0.01nM. Expresion de PSA

en LNCaP, aumento en la expresién con tratamiento de DHT solo y en combinacion con SFRPL1.
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Figura 22. B-C. Blots y nivel de expresion relativa de proteinas extraidas de células LNCaP
después de tratamiento con DHT, SFRP1 Y S+D a una concentracién 0.01nM. B. Expresion en
citoplasma del AR en LNCaP, comportamiento tipo campana en la expresién del receptor de
andrégenos. C. Expresién en nuacleo del AR en LNCaP, aumento en la expresion del receptor de

andrégenos de manera proporcional a la concentracion de DHT administrada.
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Figura 23. D-E. Blots y nivel de expresion relativa de proteinas extraidas de células VCaP
después de tratamiento con DHT, SFRP1 Y S+D a una concentracién 0.01nM. D. Expresién de
ERG en VCaP, aumento en la expresion cuando se administra DHT solo o en combinacién con
SFRP1. E. Expresion de AR en VCaP, diminucién en la expresion del AR con tratamiento de DHT
sola y en combinacién con SFRP1.

9.5. SFRP1 no muestra efectos significativos en el modelo de
xenotransplante murino de células VCaP.
Con los experimentos anteriores observamos que la combinacién de SFRP1+DHT
tiene un efecto sobre el AR y sobre ERG que es el producto de la fusion T-E en las
lineas celulares, por lo que decidimos realizar una prueba piloto para evaluar dicho
efecto en un modelo in vivo.
De los 10 animales inoculados solo 2 de ellos desarrollaron tumor. Al ser un ensayo

preliminar se decidio trabajar con estos dos ratones y evaluar el comportamiento al



tratarlos con SFRP1. Para ello realizamos un seguimiento del volumen tumoral en
los ratones. Se realiz6 una cirugia de castracion para disminuir al maximo los niveles
de andrdgenos sin embargo las glandulas adrenales contindan produciendo una
pequefia cantidad de andrégenos simulando las concentraciones de DHT aplicadas
en los modelos in vitro.

Observamos que después de la cirugia el peso de los ratones disminuy6 un poco
pero se estabilizd con el tiempo como se ve en el grafico 15, lo mismo ocurrié con
el volumen tumoral, el cual disminuye por aproximadamente 4 semanas para
después continuar aumentando hasta el momento de la aplicacion del tratamiento
con SFRP1 el cual no genero ningun efecto sobre el volumen tumoral, grafico 16.
Las mediciones del PSA mostraron un comportamiento similar al que se observa en
pacientes con CaP puesto que disminuye drasticamente después de la cirugia de
castracion para luego continuar aumentando. No observamos efectos en los niveles

de PSA con el tratamiento de la proteina, gréfico 17.

Con el tejido tumoral extraido se realizé un ensayo de tiempo real en donde
encontramos resultados similares a los obtenidos en los ensayos in vitro, ya que
observamos un aumento en la transcripcion de genes como KLK3, LEF1 y FZD4
(gréfico 18), sin embargo estos ensayos no son concluyentes ya que la n del estudio
es muy pequefa y es necesario aumentar el numero de animales con tumor para

tener resultados estadisticamente significativos.
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Grafica 15. Peso de los ratones en gramos. Se muestran los cambios en el peso de los ratones
gue generaron tumor a través del tiempo en el cual se realiz6 cirugia de castracién y tratamiento con
SFRP1. Disminucién de peso posterior a castracion. Gréfica 16. Volumen tumoral. Se muestran
los cambios generados en el volumen tumoral a través del tiempo en el cual se realizé cirugia de
castracion y tratamiento con SFR1. Disminucion de volumen tumoral después de castracion.

Tratamiento con SFRP1 no mostré efectos sobre crecimiento tumoral.

Figura 24 Ratén 2A (izquierda), raton 2V (centro) y tumores extraidos (derecha). Ratones con

desarrollo tumoral posterior a la implantacion de células VCaP. Extracciéon de tumores y su medicion.



17 Concentracion de PSA en suero de ratones con tumor
de células VCaP en modelo de xenotransplante murino
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Grafica 17, Niveles de PSA en suero de ratones en modelo de xenotransplante murino.
Disminucion de niveles de PSA al dia siguiente después de la castracion. Aumento en los niveles de
PSA entre el dia tres y cuatro después de la castracion. El tratamiento con SFRP1 no muestra tener

efecto sobre estos niveles.
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Grafica 18. Expresion relativa del mRNA en tumores de xenotransplante murino de células
VCaP, tratados con SFRP1. Aumento en la expresion del mRNA de todos los genes evaluados

excepto de WNT3A donde los resultados fueron inconclusos.



10.DISCUSION
En este estudio evaluamos el efecto de la proteina SFRP1 sobre dos lineas
celulares de CaP que son sensibles a la accion de los andrégenos. Una de dichas
lineas celulares expresa el gen de fusion TMPRSS2-ERG, el cual se encuentra en
mas del 50% de los tumores de CaP. Observamos que en las lineas celulares
existen diferencias en la respuesta al tratamiento con la proteina SFRP1, nuestros
resultados muestran que la fusién T-E podria jugar un papel importante en la
regulacion de la viabilidad celular modificando el papel regulador negativo de la
proteina SFRP1, especificamente con la combinacién de SFRP1+DHT, ya que es
el principal factor diferencial entre las dos lineas celulares utilizadas.
La proteina SFRP1 es un antagonista de la via WNT y se ha reportado que puede
reprimir la actividad transcripcional del AR (Kawano et al.,, 2009). Nosotros
pensamos que la proteina proteina SFRP1 tiene un efecto sinérgico con la hormona
DHT (S+D) sobre las células LNCaP; ya que es en esta combinacién en donde
vemos una mayor disminucion en la viabilidad de esta linea celular. Se podria
pensar que la hormona DHT facilita la interaccion de la proteina SFRP1 con el AR
mediante un mecanismo que aun es desconocido para nosotros. Para poder estar
seguros de la existencia de este tipo de interaccidn es necesario saber si SFRP1 es
capaz de internalizarse y si realmente tiene una interaccion fisica con el AR. Para
poder contestar estar preguntas, los ensayos de fluorescencia y co-
inmunoprecipitacion podrian serian utiles, sin embargo para este estudio no se
abarcaron dichas técnicas.
Por otro lado la proteina SFRP1 provoca una disminucion de la actividad en el
metabolismo celular mediante su inhibicién de la via WNT, ademas es capaz de
interactuar con el AR y disminuir su actividad transcripcional. Lo anterior se ve
reflejado en la disminucion de la viabilidad de las células LNCaP puesto que, el AR
promueve la transcripcion de genes involucrados en vias metabdlicas requeridas
para el mantenimiento de la sintesis de lipidos y proteinas (Yuan, Cai, Chen, Yu, &
Balk, 2016).
Otro de los hallazgos que encontramos en estos ensayos de viabilidad en la linea

celular LNCaP es que el efecto de la proteina SFRP1 es dependiente del tiempo y



de la cantidad de proteina presente, ya que a concentracion de 0.01nM la viabilidad
celular disminuye a partir de las 72hrs y comienza a recuperarse a las 96 horas; y
cuando aumentamos la concentracion a 1nM la viabilidad comienza a disminuir a
partir de las 48 horas y de igual manera, el efecto inhibitorio de la viabilidad
disminuye a las 96 horas. Con estos datos se podria pensar que el efecto maximo
de la proteina realmente se pierde a este tiempo (96h) y que entre mayor cantidad
de proteina exista en el medio, la intensidad de la cascada de sefalizacion
efectuada sera mayor; aunque como se menciono anteriormente, alin se desconoce
el mecanismo exacto por el cual sucede esta inhibicion de la viabilidad celular.

De manera similar, esto se observa en el ensayo de migracién por sanacién de
herida, donde el tratamiento S+D es capaz de inhibir la migracion celular en las
células LNCaP probablemente bajo los mismos mecanismos. A pesar de los
resultados obtenidos se debe tomar en cuenta que en el ensayo de migracion no se
colocé ningun inhibidor de la proliferacion, por lo que el efecto observado en el cierre
de la herida es resultado de estos dos procesos celulares, migracion y proliferacion
celular.

Nosotros pensamos que el tratamiento puede inhibir tanto migracibn como
proliferacion ya que la herida se registré hasta por 96 horas sobrepasando el limite
de duplicacion de esta linea celular y aun asi el tratamiento evito el cierre de la
herida. Se ha demostrado que ligandos de la via candnica de la WNT como Wntl o
Wnt3a son responsables de la activacion de moléculas estimuladoras del
citoesqueleto promoviendo la migracion celular (Endo et al., 2005; Habas, Kato, &
He, 2001; Jones & Chen, 2007). Al aplicar el tratamiento, la proteina SFRP1
interactda con los ligandos Wnt y receptores Fz, lo que bloquea la via WNT y por lo

tanto disminuye las caracteristicas de migracién en las células de CaP.

Estos efectos lo explicamos con lo obtenido en los ensayos de tiempo real, en donde
con S+D existe una disminucion en los mMRNA de WNT3A, y LEF1. WNT3A es un
ligando especifico de la via candnica de la WNT y LEF1 es el factor de transcripcion
encargado de activar la transcripcion de los genes blanco de la via WNT incluidos

aguellos involucrados en migracion, proliferacion y diferenciacion celular. Lo cual



explica porque en LNCaP estas caracteristicas se ven disminuidas cuando se aplica
el tratamiento S+D.

Por otro lado, nosotros observamos que los tratamientos con DHT y S+D aumentan
los niveles de PSA. Esto es principalmente mediado por la hormona DHT ya que es
responsable de activar la sefializaciéon del AR lo que da como resultado una
transcripcion aumentada del gen KLK3, lo cual fue confirmado cuando encontramos
niveles elevados de la proteina del AR en el nucleo celular que es donde se da la
transcripcion de sus genes blanco, de manera proporcional a las concentraciones
de DHT administradas. En este caso el efecto inhibitorio de la proteina SFRP1 es

abatido por la accion de DHT.

Con respecto a la linea celular VCaP, encontramos que ningun tratamiento con la
proteina SFRP1 o la combinacion S+D, tiene efectos sobre su viabilidad celular,
pero si tiene efectos sobre su migracion y proliferacion, ya que los tratamientos con
SFRP1 combinados con DHT son capaces de aumentar esta caracteristica celular.
Lo anterior es debido a que las células VCaP poseen la fusion T-E lo cual les
confiere caracteristicas como aumento en la migracion y proliferacion celular, las
cuales generan una respuesta diferente a la generada por las células LNCaP. La
presencia de esta fusibn da como resultado una sobre-expresion de ERG
dependiente del AR. ERG es un oncogén que puede regular el crecimiento y la
diferenciacion celular, estudios in vitro han reportado que ERG es capaz de
incrementar la migracion e invasion en lineas celulares (St. John et al., 2012; S. a
Tomlins et al., 2008).

ERG también tiene un papel importante en la regulacion de la expresion de genes
qgue codifican para algunos ligandos de la via WNT, entre ellos los genes: WNT1,
WNT2, WNT3A y WNT11 (Wu et al.,, 2013). En los ensayos de tiempo real no
observamos aumento en el mMRNA de WNT3A sin embargo, en los ensayos de
western blot podemos ver que el tratamiento S+D aumenta la expresién de ERG y
gue a su vez disminuye la expresion de la proteina del AR. Esto es ya que se ha

reportado que ERG es capaz de apagar la sefalizacion del AR lo cual inhibe el



desarrollo normal de la prostata y activa un switch regulatorio maligno en donde
activa la expresion de EZH2 (histona-lisina metiltransferasa) la cual induce un
programa de des-diferenciacion similar al de las células embrionarias (Chen &
Sawyers, 2010; Yu et al.,, 2011), permitiendo adquirir a las células de CaP
caracteristicas mas invasivas y contribuye al desarrollo del fenotipo resistente a la
castracion al apagar la sefializacion del AR.

Por lo anterior, nosotros podriamos decir que ERG bloquea al AR pero el tratamiento
con la hormona DHT favorece que la proteina SFRP1 interactie con el AR, por un
mecanismo aun desconocido y esto es lo que permite que las células con la fusion
tengan méas capacidad migratoria debido a la activacion del AR que se ve favorecido
por SFRP1 en los ensayos realizados in vitro.

Por otro lado, en este estudio nosotros ofrecimos evidencia de que es SFRP1 no
tiene efecto en el volumen tumoral ni en los niveles de PSA, sin embargo al ser un
ensayo preliminar se deben tener algunas consideraciones como el niumero de
animales con tumor para poder obtener resultados concluyentes.

Lo que se puede decir de estos ensayos in vivo, es que el modelo de
xenotransplante es viable para estudiar al CaP ya que con las mediciones que se
realizaron del PSA se observa claramente que en ambos ratones se sigue el mismo
comportamiento que los pacientes tienen en la clinica con estos valores de PSA. Si
recordamos la Figura 7, en donde se ve el desarrollo y progresiéon de la enfermedad,
los pacientes experimentan una disminucién en los niveles de PSA después de la
castracion y tiempo después un repunte en dichos niveles; lo mismo se observo en
ambos ratones después de la cirugia de castracion y se confirmé con los ensayos
de tiempo real en donde el gen con mayor aumento en su expresion fue KLK3 que
codifica al PSA. Esta proteina comienza a aumentar independientemente de la
presencia de androgenos posterior al proceso de castracion.

Algo interesante es que encontramos una elevada expresion de LEF1 y FzZD4
indicando que la via WNT se encontraba activa, es decir, que el tratamiento no tuvo
efecto en la inhibiciébn de esta via y posiblemente por esta razén no vimos una
disminucién en el volumen tumoral. Sin embargo en el ligando WNT3A se

encontraron discrepancias en los resultados obtenidos de cada raton.



En los tumores de raton solo se realizaron ensayos de tiempo real, debido a la falta
de tiempo para terminar este estudio, sin embargo parte del tejido se guard6 para
realizar ensayos posteriores de inmuhistoquimica y extraccion de proteinas para la
evaluacion de su expresion.

Basado en los resultados obtenidos y la literatura que existe sobre el tema
proponemos el siguiente mecanismo de accion de la proteina SFRP1 sobre la linea
celular VCaP.

En donde pensamos que la proteina SFRP1 tiene un efecto dual, por una parte es
capaz de inhibir la via WNT al unirse a las proteinas Wnt y los receptores Fzd, pero
por otra parte la proteina SFRP1 puede interaccionar con el AR promoviendo de
alguna manera la actividad del AR provocando su translocacion al nucleo celular y
promover la transcripcion de sus genes blanco y promover la transcripcion de ERG
producto de la fusién T-E. ERG ademas de promover la proliferacion y migracion
celular también es capaz de inducir la expresion de ligando de la via WNT como
Wnt3a, los cuales activan la via que también aumenta la proliferacion, migracion y
diferenciacion celular.

VCaP al ser una linea celular de cancer metastasico a vertebras, se trata de una
linea celular de CaP en estado avanzado. Como nosotros no vimos inhibicion de la
via WNT como consecuencia de los tratamientos con SFRP1 pensamos que este
efecto de inhibicion ya no es factible cuando las células cancerosas se encuentran
en un estado avanzado del cancer y han acumulado varias mutaciones, por esta
razén pensamos que es en este estado cuando la proteina SFRP1 en lugar de
inhibir la via WNT, la promueve mediante su interaccién con el AR. El AR en esta
etapa del cAncer es capaz de responder antes otro tipo de moléculas diferentes a
testosterona y DHT por lo que es factible que pudiera interaccionar con SFRP1 u
otro componente derivado de la accion de SFRP1. De cualquier manera, es
necesario realizar mas ensayos para para elucidar este mecanismo que podria guiar
las investigaciones hacia el hallazgo de nuevos blanco terapéuticos involucrados en

estas vias moleculares.
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Figura 24. Mecanismo de accién propuesto para SFRP1 en linea celular VCaP. a. SFRP1 bloquea la via WNT
interactuando con las proteinas Wnt y el receptor Fzd (Bhat et al., 2007), en el complejo de Axina, GSK-3 fosforila a la
B-catenina para su degradacion en proteosoma (Komiya & Habas, 2008). b. Los tratamientos con DHT simulan los
niveles de andrégenos después de la castracion, la union del AR a los ERAs promueven la transcripcion de sus genes
blanco (Lonergan & Tindall, 2011b). c. EI AR promueve la transcripcion de ERG mediante su unién a los elementos
responsivos a androgenos del promotor del gen TMPRSS2 (Burdova et al., 2014). d. La sobre-expresion de ERG
promueve la expresion de ligandos Wnt y la transcripcion de genes blanco de LEF1 (Wu et al., 2013). e. SFRP1
promueve de manera aun desconocida la expresion del AR. (Figura de elaboracion propia, 2017)

11.CONCLUSIONES
En este trabajo se logré evaluar el efecto de la proteina SFRP1 sobre la expresion
de genes y proteinas relacionados a la via WNT y a la via del AR gue se encuentran
asociados a la fusion T-E en lineas celulares de CaP asi como en un modelo de
xenotransplante murino de células VCaP.
Se encontré que la combinacién de SFRP1+DHT tiene efectos opuestos segun la
linea celular, en LNCaP se observan efectos de represion y en VCaP se observan

efectos de promocion en las caracteristicas de viabilidad, migracién y proliferacion.



En conjunto los resultados de este trabajo nos indican que SFRP1+DHT promueve
las caracteristicas neoplasicas de las células VCaP e inhibe estas caracteristicas
en las células LNCaP in vitro, en los ensayos in vivo se encontré que la proteina
SFRP1 no disminuye el volumen tumoral y que no tiene efectos importantes en los

niveles del PSA en este ensayo piloto.

12.PERSPECTIVAS

e Aumentar el numero de animales con desarrollo tumoral en el modelo de
xenotransplante murino.

e Evaluar otros genes involucrados en la sefalizacion de la via WNT como -
catenina.

e Realizar mas ensayos donde se evalua el estado de fosforilacion de las
proteinas asi como ensayos de co-inmunoprecipitacion para determinar si
existen interacciones fisicas proteicas entre SFRP1 y AR.

e Evaluar del ciclo celular y apoptosis para complementar los resultados
obtenidos.

e Pensar en ensayos de silenciamiento de la fusion TMPRSS2-ERG y observar el

comportamiento celular del AR con los tratamientos de SFRP1.
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