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RESUMEN

En México, el cancer de prostata (CaP) ha pasado a ser la primera causa de muerte
por neoplasias malignas en hombres. En el desarrollo de la enfermedad, los
andrégenos tienen un papel preponderante ya que regulan la expresién de genes
como la fusibn TMPRSS2-ERG, la cual esta presente en 50% de los tumores. Dicha
fusion contribuye a que las células tumorales aumenten sus caracteristicas

neoplasicas.

Recientemente, se reportd6 que la actividad transcripcional del receptor de
andrégenos puede ser regulada por la proteina SFRP1. Debido a que el gen de
fusion TMPRSS2-ERGresponde a la actividad transcripcional dicho receptor, en el
presente trabajo se propone que el tratamiento con SFRP1 tendra un efecto
negativo sobre la expresidn dela fusion TMPRSS2-ERG. Esto no solo contribuye al
conocimiento de las vias de sefalizacién asociadas a andrégenos en CaP, sino que
también abre la posibilidad de establecer a futuro, un tratamiento farmacélogico para

los pacientes con tumores de estas caracteristicas.
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GLOSARIO DE ABREVIACIONES

AR: Receptor de andrégenos (Androgen Receptor, por sus siglas en inglés)
CaP: Cancer de Préstata
DHT: Dihidrotestosterona

EMT: Transicion mesénquima-epitelio (Epithelial Mesenchymal Transition, por sus siglas en inglés)

ETS: Failia de factores de transcripcién (E26 transformation-specific, por sus siglas en inglés)
FZD: Receptor transmembranal Frizzled

HPB: Hiperplasia Prostética Benigna

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

KLKS3: Peptidasa de la familia de las Kalikreinas tipo 3

LEF1: Factor de transcripcion de la via WNT (Lymphoid Enhancer-Binding Factor 1, por sus siglas

en inglés)

MTT: Bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolio

PSA: Antigeno prostatico especifico (Prostate Specific Antigen, por sus siglas en inglés)

SFRP1: Antagonista de la via WNT (Secreted Frizzled Related Protein, por sus siglas en inglés)
TMPRSS2-ERG: Fusién de genes (Transmembranal Protein Serin 2-ETS Related Gene, por sus
siglas en inglés)

WNT: Via de sefializacion “Wingless Type”



INTRODUCCION

En México, el cancer de prostata (CaP) ha pasado a ser la primera causa de muerte
por neoplasias malignas en hombres. Este tipo de cancer se presenta habitualmente
en pacientes con edades que van de los 65 a los 80 afos, por lo que anteriormente
se le conocia como una enfermedad de la vejez. Actualmente se diagnostican mas
casos de CaP en pacientes con un rango de edad menor a los 60 afnos, lo que ha
vuelto a la enfemedad un problema de salud importante.

En el desarrollo del CaP, los andrégenos tienen un papel preponderante ya que
regulan la expresion de genes como la fusion TMPRSS2-ERG, la cual esta sobre-
expresada en 50% de los tumores de CaP. Dicha fusién de genes contribuye a que
el CaP progrese hacia un estado mas avanzado, donde las células tumorales
presentan proliferacion desmedida, inhibicion de la apoptosis, y aumento en la

migracion e invasion celular.

Recientemente, se reportdé que la actividad transcripcional del receptor de
andrégenos (AR, por sus siglas en inglés) puede ser regulada por la proteina SFRP1
(un antagonista de la via WNT), disminuyendo asi las caracteristicas neoplasicas
de las células de CaP. Debido a que el gen de fusion TMPRSS2-ERGresponde a
la actividad transcripcional del AR, en el presente trabajo se propone que el
tratamiento con SFRP1 tendra un efecto negativo sobre la expresion de dicha fusién
de genes. Al demostrar que la proteina SFRP1 puede regular la expresion de una
fusion de genes que es considerada oncogénica en CaP, se abre la posibilidad de
establecer un tratamiento farmacélogico eficaz para los pacientes con tumores de

estas caracteristicas.
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ANTECEDENTES O MARCO DE REFERENCIA

El CaP representa un problema de salud en el mundo y en nuestro pais, en los
ultimos afos ha pasado a ser la primera causa de muerte relacionada con
neoplasias malignas en hombres mexicanos (IMSS, 2015). Se ha descrito que
existen diferentes factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad como la
dieta, el grupo étnico, la herencia y la edad. El factor mas importante es la edad, el
CaP se presenta habitualmente en pacientes de entre 65 y 80 afos, sin embargo
cada vez se diagnostican mas casos con una edad menor a los 60 afos (SEER,
2015).

Dado que el CaP es una enfermedad indolente, es dificil para el paciente darse
cuenta que lo padece, y en muchos casos se puede confundir con una hiperplasia
prostatica benigna (HPB). La HPB es un agrandamiento de la préstata relacionado
a la edad y a factores hormonales, sin embargo no significa que se tenga o que se

vaya a desarrollar cancer (Mc Vary et al., 2003).

Los factores hormonales como los andrégenos, tienen un papel preponderante en
el desarrollo del CaP, ya que modulan la actividad del AR y la expresiéon de una
proteina denominada antigeno prostatico especifico (PSA, por sus siglas en inglés).
A la fecha, la cuantificacion de las concentraciones de PSA en sangre sigue siendo
la prueba de oro para monitorear la prdstata, en conjunto con otros examenes
clinicos. Sin embargo, cabe mencionar que el PSA es un bio-marcador que carece
de especificidad (NICE, 2014).

El CaP comprende una serie de eventos moleculares complejos que se encuentran
intimamente relacionados entre si. Los mas frecuentes involucran la activacién de
oncogenes, inhibicidn de la apoptosis, y el silenciamiento de genes supresores de
tumor. Se han establecido diferentes hipétesis para tratar de entender el desarrollo
del CaP; sin embargo, no se conoce con exactitud cuales son los mecanismos
moleculares que conllevan a la progresion de la enfermedad. Aunado a esto, no

existen herramientas clinicas que permitan un diagnéstico temprano y se carece de
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un marcador biolégico especifico y sensible, que ofrezca un mejor prondstico para

el paciente (Holmberg y Hemelrijck, 2014).

Los tratamientos farmacoldgicos utilizados a la fecha no han demostrado ser
efectivos, las células cancerosas encuentran la manera de mantener encendidas
vias de senalizacién importantes como la via de los andrégenos. En el CaP, la
actividad transcripcional del AR promueve la expresion del gen de fusion TMPRSS2-
ERG, y el producto de dicha fusion regula positivamente a la via de sefalizacion
WNT (Yu et al, 2013). Se ha descrito que la participacion de la via WNT es
importante en CaP, la activacién aberrante de esta via promueve la expresion de
genes que contribuyen al progreso de la enfermdad. Interesantemente, un estudio
demostré que la proteina SFRP1 es un regulador negativo de la actividad
transcripcional del AR. La sobre-expresion de dicha proteina, tuvo efectos negativos
sobre la proliferacion celular; sin emabrgo, no se concluyd cual es el mecanismo de
accion de SFRP1 en CaP (Kawano et al., 2009).

Tomando en cuenta estos antecedentes, en este trabajo se propone que el
tratamiento con la proteina SFRP1 tendra un efecto negativo sobre la expresion de
la fusion TMPRSS2-ERG en células de CaP. El estudio de la asociacién SFRP1-
TMRPSS2-ERG, permitira entender una parte de la compleja red de sefalizacién
WNT en CaP, ayudando a desarrollar nuevas terapias farmacoldgicas para el
tratamiento de esta enfermedad.
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MARCO TEORICO

1. La préstata

La prostata es una glandula exocrina del sistema reproductor masculino que se
encuentra debajo de la vejiga y delante del recto (Figura 1) (Martini et al., 2012). Se
divide en tres zonas principales: zona de transicion, zona central y zona periférica
(Figura 2) (Shier et al., 2008).

Vejiga Vesicula seminal

Recto

Conductos ’
PROSTATA

Uretra o1
Epididimo

—/ @
Pene Testiculo
Escroto

Figura 1. Sistema reproductor masculino. Imagen modificada de Martini etal., 2012. Se muestran los diferentes

organos del sistema reproductor masculino, incluyendo la préstata y su ubicacién.

La préstata comienza a desarrollarse en la tercera semana de gestacién a partir del
seno urogenital, durante la embriogénesis la préstata requiere del metabolito activo
de la testosterona embrionaria, la dihidrotestosterona (DHT). La glandula prostatica
continua creciendo hasta alcanzar un peso aproximado de 20g en un adulto con una
edad 25 a 30 anos (Hammerich et al., 2009).

1.1 Fisiologia de la préostata

En la préstata co-existen diferentes tipos celulares, los cuales se dividen
principalmente en dos grupos: epiteliales y estromales. Dentro de las células
epiteliales existen tres divisiones: células epiteliales secretoras, células basales, y
células tipo “stem cells”. La organizacion celular prostatica estd regulada por una

matriz conectiva que organiza células y residuos celulares, esta matriz juega un
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papel importante en la comunicacion celular y en el desarrollo de la glandula

Vejiga
Zona
central
L/ Uretra

Figura 2. Zonas de la préstata. Imagen modificada de Hammerich et al., 2009. Se muestran las zonas en las

masculina (Frick y Aulitzky, 1991).

Zona de
transicion

Zona
periférica

que suele dividirse la prostata. Es enla zona periférica donde con mayor frecuencia se desarrollan los tumores
de CaP.

La préstata secreta diversas sustancias y compuestos como zinc, acido citrico,
prostaglandinas, colesterol, fosfatasa aciday la proteina conocida como “ antigeno
prostatico especifico” (PSA, por sus siglan en inglés); este dltimo juega un papel
importante en el mantenimiento de las funciones normales de la prostata. Ademas,
el PSA es el biomarcador mas utilizado en la clinica para el diagnostico de
afecciones prostaticas como el CaP (Loeb y Catalona, 2007).

1.2 Enfermedades de la prostata

La prostata puede padecer diferentes afecciones que van desde una simple
inflamacién hasta la aparicion de cancer. La hiperplasia prostatica benigna (HPB)
es un padecimiento comun en hombres de edad avanzada, y se caracteriza por un
crecimiento e inflamacion de la glandula. La mayoria de los pacientes acuden a
revision después de presentar sintomas relacionados al tracto urinario inferior
(Lower Urinary Tract Symtoms, LUTS), aunque estos sintomas no siempre
representan problemas de HPB o CaP (Claus et al., 2005). Algunos de los sintomas
observados en el LUTS son un retraso en el inicio de la miccidén, mal flujo urinario,
sensacion de vaciamiento incompleto de la vejiga, goteo post-miccién y miccién
prolongada (Thorpe et al., 2003).
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1.2.1 Hiperplasia prostatica benigna

El examen de primera eleccidn para diagnosticar HPB, consiste en la palpacién de
la zona genital para encontrar anormalidades fisicas como organomegalia,
asimetria, sensibilidad al tacto o presencia de alguna masa de tejido extrafna.
Examenes de laboratorio adicionales son recomendados para el diagnéstico de este
padecimiento; entre ellos se incluyen andlisis de sangre y orina, evaluacion uro-

dinamica, y estudios de imagen como ultrasonido y rayos X (Stamey et al., 1987).

El tratamiento de los malestares provocados por HPB consiste principalmente en
disminuir el dolor, la inflamacién y corregir problemas relacionados con la miccion.
La retencién urinaria puede tratarse con la introduccion de un catéter uretral; sin
embargo es un procedimiento invasivo y molesto para el paciente. Los sintomas
provocados por la HPB disminuyen la calidad de vida, porlo que se vuelve factible
recurrir a un procedimiento quirirgico donde se retira la prostata (Mc Vary et al.,

2003). Lafigura 3 presenta las diferencias entre una préstata normal y una con HPB.

Agrandamiento
Préstata normal de préstata/HPB

Vejiga Vejiga

Uretra Uretra

Figura 3. Prostata normal y prostata con HPB. Imagen tomada de la pagina de los Institutos Nacionales de
Salud de Estados Unidos (NIH). Laimagen de la izquierda muestra una prostata normal, mientras que la imagen

de laderecha muestra una préstata con HPB que obstruye el conducto uretral.

Ademas de la HPB, otro padecimiento que afecta el érgano prostatico es el cancer.
Mas adelante se describiran las caracteristicas del CaP, en primer lugar se abordara
de manera breve la etiologia y los tipos de cancer mas frecuentes.
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2. Cancer

Las investigaciones realizadas hasta ahora, aunque divergentes entre si; definen al
cancer como una falla en el control del crecimiento y la muerte celular. En el cancer
se ven afectados mecanismos celulares importantes como la muerte celular, la
alteracion del ciclo celular y la reparacion del DNA. Ademas, estudios recientes
demuestran que la edad es un factor importante en la aparicion y la progresion de
la enfermedad (Frank et al., 2007).

2.1 Etiologia del cancer

El cancer puede originarse por diversas causas que involucran la edad y la
gendmica de las personas. Desde el enfoque gendmico, se han propuesto diversos
procesos que involucran mutaciones somaticas, inestabilidad cromosomal vy
cambios epigenéticos. El cancer es una enfermedad multifactorial, debido a esto se
han incluido otras clasificaciones que intentan describir con mas detalle la etiologia
de la enfermedad. La Figura 4 presenta las principales caracteristicas del cancer

propuestas por Hanahan y Weinberg, 2011.

Una de las caracteristicas mas estudiada es el aumento de la proliferacion celular,
las células cancerigenas aumentan considerablemente su capacidad proliferativa
de distintas maneras: produciendo factores de crecimiento secretados por ellas
mismas y promoviendo la resistencia a la muerte celular (Cheng et al., 2008).
Particularmente la resistencia a la muerte celular, es un mecanismo en el que
participan diversos procesos celulares que se encuentran desregulados, la
apoptosis es uno de ellos. La apoptosis es un proceso de muerte celular
programada que puede iniciar con la estimulacion de receptores tipo Fas en la
membrana, y la activacion de proteasas intracelulares conocidas como caspasas.
La homeostasis entre las sefales de reguladores y los efectores de dicho proceso,
es controlada por proteinas de la familia Bcl-2. En el cancer, estas proteinas se
encuentran desreguladas, lo que interrumpe el proceso apoptético y promueve la
proliferacion celular desmedida (Adams y Cory, 2007).
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Mantenimiento de las
senales de proliferacion

Resistencia a la muerte Bloqueo de las sefiales
celular supresoras

Induccion de Activacion de invasion y
angiogenesis metastasis

Establecimiento de
inmortalidad replicativa

Figura 4. Caracteristicas del cancer. Inagen modificada de Hanahan y Weinberg, 2011. Se muestran las 6
caracteristicas principales involucradas en el desarrollo yla progresion del cancer.

Otra caracteristica importante en el estudio del cancer es la angiogenésis, los
tumores cancerigenos requieren una via que les permita el acceso a nutrientes,
oxigeno, y al mismo tiempo que les permita evacuar desechos metabdlicos de
manera eficiente. Para ello, las células cancerigenas promueven la generacién de
nuevos vasos sanguineos que conecten con el tumor. Diversos factores han sido
relacionados con el proceso de angiogenésis, los cuales estimulan receptores de
las células endoteliales del sistema vascular. Uno de los factores angiogénicos mas
estudiados, es el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A, por sus siglas
en inglés). La expresidon de VEGF-A puede ser regulada por procesos de hipoxia en
la sefalizacion oncogénica celular (Ferrara N, 2010).

Por Ultimo, dos caracteristicas intimamente relacionadas con la progresiéon del
cancer son la invasion y la metéstasis. La invasién y la metastasis son fendmenos
ampliamente estudiados en diferentes tipos de cancer, estos fenbmenos involucran
proteinas estructurales intracelulares y proteinas de la matriz extracelular. Dentro
de dichas proteinas se encuentra la familia de las E-caderinas, las cuales han sido
reportadas en procesos invasivos y metastasicos (Berx y van Roy, 2009). El proceso
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mediante el cual las células epiteliales adquieren capacidades migratorias e
invasivas es conocido como transicion mesénquima-epitelio (EMT, por eptithelial
mesenchymal transition). En dicho proceso los factores de transcripcidén Snail, Slug,
Twist y Zeb 1/2 tienen una participacién importante (Micalizzi et al., 2010).

Las caracteristicas antes mencionadas se han descrito ampliamente en distintos
tipos de cancer. En cada uno de ellos se encuentran desregulados diferentes genes
especificos de cada via de sefalizacién. Actualmente se conocen otros procesos
partcipando en el cancer, como la desregulacion energética celular, la evasién al
sistema inmunoldgico, la inestabilidad y la presencia de mutaciones en el genoma,
y elaumento en la inflamacién tumorigena. Cadatipo de cancer presenta diferentes
comportamientos moleculares, muchas veces estas moléculas tienen mecanismos
de accion contradictorios dependiendo del tipo de neoplasia. Es por esta razén que
resulta importante el estudio de dichas moléculas en diferentes escenarios de

cancer (Hanahan y Weienberg, 2011).
2.2 Tipos de cancer

Los tipos de cancer con mayor incidencia en el mundo, segun los reportes del
GLOBOCAN en el 2015 se resumen en la Tabla 1 (Ferlay et al., 2015).
Tabla 1. Tipos de cancer con mayor incidencia en el mundo.

Tipo de cancer % (Incidencia)
1. Cancer de pulmon 12,9
2. Cancer de mama 11,9
3. Cancer colorrectal 9,7
4. Cancer de prostata 7,9
5. Cancer de estomago 6,8
6. Cancer de higado 5,6
7. Cancer cérvico-uterino 3,7

Los porcentajes en la incidencia de cada tipo de cancer pueden variar entre paises,
esto es porque influyen otros factores de riesgo como la raza y las condiciones

socio-econdmicas de cada poblacion.

18



3. Cancer de Prostata (CaP)

El CaP ocupa el cuarto lugar de incidencia en el mundo con un 7.9%, solo por debajo
del cancer de pulmén, el cancer de mama y el cancer colorrectal. En México, el CaP
ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad a nivel general, por lo que ha

pasado a ser un problema de salud importante en nuestro pais (IMSS, 2015).

3.1 Estadisticas

Datos publicados recientemente por el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan),
indican una incidencia del 16%, y 13 defunciones por cada 100,000 habitantes
hombres en México (IMSS, 2015). Las estadisticas reportadas en la poblacion
mexicana son similares a las reportadas en la poblacion estadounidense, dicha
poblacién presenta un 13,3% de incidencia y 21,4 defunciones por cada 100,000
habitantes hombres en el afio 2012. Los Institutos Nacionales de Salud en ese pais
han recopilado informacién importante y actualizada sobre nuevos casos de CaP.
Estos datos presentan tasas de sobrevida, incidencias por edad y raza, asi como
porcentajes sobre diferentes estados clinicos de los tumores de CaP (Figuras 5-9)
(Departamento de vigilancia, epidemiologia y resultados finales, SEER por sus

siglas en inglés, 2015).

Estimado de nuevos 220,800
casos en 2015

% de todos los nuevos 13,3%
casos de cancer

Muertes estimadas = 27,540

250 en 2015

Figura 5. Nuevos casos de CaP. Imagen
% de todas las 4,7%

uertes por cancer modificada de la pagina del SEER, 2015. Se

230 muestra el estimado de nuevos casos y mueries

por CaP por cada 100,000 habitantes hombres.
50 \_\_\

1992 1995 2000 2005 2012

Numero por cada 100,000 hombres
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Porcentaje de nuevos casos

Estado desconocido 4%

Distante, cancer que
ha hecho metastasis
4%

/
Disperso a nédulos L_’
linfaticos regionales
12%

Figura 6. Supervivencia respecto a la

localizacién del tumor. Imagen modificada
de la pagina del SEER, 2015. En el gréafico

se muestra el porcentaje de supervivencia

respecto alalocalizacion del tumorde CaP.

Localizado 80%

Figura 7. Incidencia del CaP en relacion a otros tipos de
cancer. Imagen modificada de la pagina del SEER,
2015.Se muestra unatabla ordenada de mayor a menor
con el nUmero de nuevos casos ymuertes estimadas de
diferentes tipos de cancer.
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Estimado de nuevos
casos (2015)

231,840
221,200

220,800
132,700
74,000
73,870
71,850
62,450
61,560
54,870

Estimado de muertes

(2015)
40,290
158,040

27,540
49,700
16,000
9,940

19,790
1,950

14,080
10,170

Edad media de muerte

80 afos

0,0% 0,1%

8,8%

1,6%

20,4%

35,9% 33,2%

20-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75-84 >84

Figura 8. Porcentajes de nuevos casos ymuertes de CaP por grupos de edad. Imagen modificada de la pagina

del SEER, 2015. En el grafico de la izquierda se muestra el porcentaje de nuevos casos de CaP respecto a la

edad. En el grafico de la derecha se muestra el porcentaje de muertes relacionadas a CaP respecto a la edad.
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Todas los grupos

1379 Todas los grupos

1304 Blancos m Blancos

2145 Negros | 463 Negros

740 Asidticos [ 04 ] Asidticos

671 Indio-americanos

Indio-americanos

1147 Hispanos 178 Hispanos

1415 No-Hispanos

No-Hispanos

3.2 Curso natural de la enfermedad

Figura 9. Nuevos casos y muertes de

grupo
modificada de la péagina del SEER,

CaP por étnico. Imagen
2015. A la izquierda se muestra el
numero de casos de CaP respecto al
grupo étnico. A la derecha se muesta
el nimero de muertes por CaP

respecto al grupo étnico.

Par el diagnéstico del CaP, los parametros convencionales que se miden son los

niveles de PSA, el tamarno del tumor, la escala Gleason y la presencia de metastasis

regional o distante. La relacion entre dichos parametros y el prondstico de vida para

el paciente pueden modificarse dependiendo del tratamiento que se indique

(Holmberg y Hemelrijck, 2014). La cuantificacidén de los niveles de PSA esla prueba

mas utilizada para definir el estado de la enfermedad, sin embargo carece de

especificidad (Figura 10).

A
BAM
KLK3
PSA L____ RA
SFRP1
TMPRSS2-ERG
E
S —
g
<
%
G
g :
S Sensible a andrégenos
0 12 18 24

TIEMPO

* Proliferacién celular
* Invasividad
* Metdstasis

36 meses

Figura 10. Historia natural de la enfermedad representada con los niveles de PSA. En el grafico se muestra la
progresion del CaP en meses, respecto a las concentraciones de PSAen sangre. BAM= Bloqueo androgénico

maximo, Cx= cirugia, CPRC= CaP resistente ala castracion.
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3.3 Diagnostico del CaP

Cuando el paciente acude al médico porque presenta las molestias mencionadas
anteriormente en HPB, se consideran los siguientes exdmenes: niveles de PSA en
sangre y el tacto digital rectal (incluyendo un estimado del tamarfo de la prostata),
imagenologia vy, factores de riesgo como edad avanzada y origen familiar (Figura
11).

Ecografia trasrectal

Sonda de
ecografia

Figura 11. Examen digital rectal y ultrasonido transrectal. Imagen tomada de Winslow, 2005. A la izquierda se
muestra una ilustracion de un examen digital rectal de la gldndula prostatica. Ala derecha, una ilustracién de

un ultrasonido trans-rectal.

Cuando los niveles de PSA en sangre son muy altos (> 4ng/ml) y se encuentran
anormalidades en la préstata mediante el tacto digital rectal, se procede a realizar
una biopsia para determinar la histologia del tumor (NICE, 2014). En una biopsia
puede determinarse el estado del tumor mediante la escala de “Gleason” que se
basa en asignar valores numéricos a la arquitectura glandular de las células
tumorigenas. La escala Gleason se divide en cinco patrones de diferenciacion o
crecimiento glandular, en la cual se suma el primero y el segundo patrén celular mas

prevalente observado en la biopsia (Helpap y Egevad, 2009).
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La técnica fue desarrollada en 1966 por Gleason,
basandose en la tincibn de cortes histologicos
provenientes de tumores de CaP, con los
colorantes eosina y hematoxilina y usando lentes
microscopicos con un aumento de 4 a 10x

(Gleason, 1966). La Figura 12 muestra los 5

patrones glandulares utilizados como referencia en
» la determinacion de la escala Gleason para una
©, ‘ ' .‘ biopsiade CaP (Helpap y Egevad, 2009).

~ .. N, -7 7 331 PSAy otros bio-marcadores

@ 7 .j _~ EIPSA es una proteina secretada por las células
.l _ e _ _ de la prostata y codificada por el gen de la familia

de las kalikreinas (kl/k3), el cual se localiza en el
5) cromosoma 19q13.4. Su funcién principal esta
relacionada con la licuefaccion del liquido seminal,

evitando su coagulacion y mejorando la movilidad

Figura 12. Patrones glandulares
utilizados como referenciaenla  de los espermatozoides. EI PSA es el bio-marcador

determinacion de la escala
Gleason. mas utilizado en el diagndstico del CaP, en 1987 la
FDA (Federal Drug Administration) determind que la cuantificacion de los niveles de
PSA en sangre es una prueba confiable, adyuvante al tacto digital rectal (TDR) para
el diagnéstico de CaP. Los niveles de PSA por arriba de los 4 ng/ml son
considerados sospechosos de presencia de CaP (zona gris) (Figura 13) (Stamey et

al., 1987).

La cuantificacion de los niveles de PSA carece de especificidad ya que otros
eventos no-cancerosos pueden elevar los niveles de esta proteina en sangre.
Algunos de esos eventos son inflamacién, infeccion y traumatismos leves por un
golpe o HPB (Prenser et al., 2012). Muchos estudios han sido realizados para
mejorar la especificidad de la prueba de PSA y proponen normalizar los niveles de
PSA respecto al tamarno de la prostata (densidad de PSA), cuantificar las fracciones
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libres y acomplejadas de PSA, monitorear los cambios de PSA en suero (velocidad

y tiempo de duplicacién) y medir las isoformas del PSA. Todas estas estrategias

que proponen al PSA como bio-marcador de oro, no han arrojado resultados

satisfactorios y en muchos de los casos provocan confusién sobre cual es la mejor

estrategia para un buen diagnéstico de la enfermedad. Por esta razén se han

buscado nuevos bio-marcadores que ofrezcan mayor especificidad en el

diagnostico y pronéstico del CaP (Prenser et al., 2012). En la Tabla 2 se describen

brevemente bio-marcadores promisorios que podrian utilizarse en el diagndstico del

CaP.

Tabla 2. Bio-marcadores utilizados en el diagnéstico del CaP

respecto a HPB.
Presente en muestras de

orina.

BIOMARCADOR CARACTERISTICAS REFERENCIA
"PCA3 RNA largo no-codificante. Bussemakers etal., (1999).
(Prostate Cancer Sobre-expresado en mas del | de Kok et al., (2002).
Associated 3). 90% de los tejidos de CaP

TMPRSS2-ERG
(Transmembrane
protease, serine 2-ETS

related gene fusion).

Fusion de genes presente en
més del 50% de los casos de
CaP.

Posible cuantificacion en orina
(mMRNA).

La asociacion con PCA3
mejora la sensibilidad de la
prueba.

Prensery Chinnaiyan (2009).

Hessels etal., (2007).

AMACR
(Alpha-Methylacyl-CoA
Racemase).

Alta sensibilidad en mas del
90% de las biopsias de CaP.
Asociado a metastasis vy
recurrencia.

No es especifico de CaP y es

unapruebainvasiva.

Rubin etal, (2002).

Células tumorales
circulantes (CTC’s)y

exosomas.

Fuente de deteccion donde
pueden estar los bio-
marcadores antes

mencionados.

Danilaetal., (2007).
Nilsson etal.,(2009).
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La mayoria de los estudios se han enfocado en determinar una técnica de
diagndstico del CaP que use un solo bio-marcador, sin embargo dicha estrategia ha
resultado errénea e incompleta. Existen trabajos donde se reporta la pérdida del
supresor de tumor PTEN y la ganancia de ERG, como una relaciéon util en el
prondstico del paciente con CaP (Cavers et al., 2011). Este tipo de abordajes con
mas de una molécula podria resultar de mayor utilidad a futuro. En la Figura 13 se
muestra un esquema con las pruebas de diagnéstico de CaP utilizadas con mayor

frecuencia en la clinica (Prenser et al., 2012).
1.1 Estrategias terapéuticas

Mediante las técnicas de diagndstico antes descritas, se puede realizar una
clasificacion sobre el estado del tumor de CaP. El CaP puede progresar desde un
estado | a un estado IV, el numero es un indicador del grado de severidad del tumor.
Las células cancerosas comienzan a crecer en la préstata, pero después pueden
expandirse hacia nddulos linfaticos y 6rganos adyacentes al tumor (Figura 14).
Dependiendo del estado del tumor de CaP, se indicara un tipo de terapia para el
paciente. Los pacientes que no presentan los sintomas antes mencionados, pueden

mantenerse en observacién, también llamada “vigilancia activa”.
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Figura 13. Técnicas de diagnostico del CaP.Ilmagen modificada de Prenser etal., (2012).La figura A muestra
los métodos de diagndstico convencionales del CaP. La figura B muestra nuevos métodos que involucran el
transcriptomay proteoma de las células de CaP. La figura C muestra métodos de diagndstico promisorios que

involucran células tumorales circulantes.
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Estadio |

P —

| Vaso deferente—| &

Uréter
3‘ —Ganglio linfatico

S
vejiga

Vesicula seminal—

Glandula prostatica

Testiculo “‘ i 4 \ L

Estadio IIA Estadio IIB
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diseminar hasta
1 & ros 6rganos

Figura 14. Estados I-IV de un tumor de CaP. Imagen tomada de Winslow et al., (2010). Se muestran los
diferentes estados por los que puede pasar un tumor de CaP, el niUmero es indicativo del grado de severidad

deltumor.
1.1.1 Cirugia

Cuando el tumor se encuentra localizado y el paciente presenta buena salud, es
candidato a una cirugia de reseccidn de la prostata. La cirugia puede traer algunos
problemas secundarios para el paciente, como impotencia sexual, fuga de orina por
las heces y hernia inguinal. Enla Tabla 3 se resumen los diferentes tipos de cirugia
frecuentes en CaP (Bill-Axelxon et al., 2014).
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Tabla 3. Tipos de cirugia en CaP

Tipo de cirugia Descripcion Referencia

Prostatectomia radical Remueve la prostata, tejidos | Bill-Axelxon et al., (2014).
circundantes y  wesiculas
seminales. Existen dos tipos
de prostatectomia: retropubica
y perineal (figura 15).

Linfadenectomia pélvica Remueve los nédulos linfaticos | Link y Morton, 2001.

de la zona pélvica.

Reseccion trans-uretral de la | Procedimiento realizado a | Smith y Patel, 2011.
prostata través de la préstata para tratar
el HPB y los sintomas
provocados por el CaP (figura
15).

1.1.2 Terapia hormonal

Cuando los pacientes de CaP no son candidatos a cirugia porque el tumor ya no se
encuentra localizado, el tratamiento de primera eleccion es la privacién
androgénica. Dicho tratamiento blogquea la accidn de los androgenos interrumpiendo
el crecimiento de las células cancerosas de la préstata. La Figura 16 muestra un
esquema general del proceso de produccion y accién de los androgenos en el
cuerpo humano (Denmeade e Issacs, 2002). Enla Tabla 4 se resumen los diferentes

tipos de terapia hormonal utilizados con mayor frecuencia en el tratamiento del CaP.
1.1.3 Quimioterapia

Cuando la terapia hormonal fracasa se recurre a la quimioterapia, sin embargo
ambas pueden indicarse al mismo tiempo en ciertos casos. Algunos de los fdrmacos
quimioterapéuticos comunmente utilizados son vinblastina, paclitaxel y docetaxel
(Pienta y Smith, 2005). Otras terapias estan disefiadas para fortalecer el sistema
inmune, reducir el dafo en huesos producido por la metastasis, a la par de terapias
que involucran la criocirugia y la radiacién por proton (Drake y Antonarakis, 2012).
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Reseccion trasuretral de la prostata (RTUP)
Prostatectomia radical

Se extrae tejido

Prostatectomia retropibica Prostatectomia perineal

Figura 15. Prostatectomia y reseccion trans-uretral de la préstata. Imagen tomda de Winslow et al., 2006. La
imagen de la izquierda muestra dos tipos de prostatectomia radical. La imagen de la derecha muestra una
reseccion trans-uretral de la préstata.

Y Hormona luteinizante

Andrégenos
suprarrenales

Figura 16. Esquemageneral de la producciény accién de los andrégenos. Imagen tomada de Winslow, 2013.
El esquema muestralared “hipotdlamo-gonadas-prostata” en la produccion y accion de los androgenos a nivel
molecular.
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Tabla 4. Tipos de terapia hormonal en el CaP

Terapia Caracteristicas Referencia

Agonistas de la hormona | Detienen la produccion de | Moreau et al., (2006).
liberadora de hormona | testosterona en los testiculos.
luteinizante. Farmacos: Leuprolida,

Goserelina y Buserelina.

Anti-andrégenos. Bloguean la accion de | Ricci et al., (2014).
androégenos. Farmacos:
Flutamida, Bicalutamida,

Enzalutamida y Nilutamida.

Orquiectomia. Procedimiento quirtrgico para | Crawford et al., (2004).
remover uno u ambos
testiculos.

Estrégenos. Pueden evitar la produccion de | Nelles et al., (2011).
testosterona en los testiculos,
sin embargo algunos estudios

sugieren que podrian activar la

via androgénica.

4. Vias de senalizacion asociadas a CaP

En CaP se han descrito diferentes vias de sefalizacion involucradas en la
progresion de la enfermedad hacia un estado mas agresivo. Estas vias de
senalizacion se encuentran alteradas, y muchas de ellas interaccionan de alguna
manera con la via androgénica. En la Tabla 5 se muestra una lista de genes
regulados por el AR. Aunque la via androgénica desempena un papel importante en
CaP, otras vias de sefalizacion han sido implicadas en la progresion de la
enfermedad. Dichas vias de sefalizacion han mostrado una fuerte interaccién con
la via androgénica, como la via de sefalizacion de receptores para factores de
crecimiento, la senalizacion MAPK, la sefalizacion de citosinas, y la sefializacion de
la via WNT (Tabla 5).
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Tabla 5. Genes regulados por el AR.

Gen Funcién Referencia

Caspasa-2 Regulador apoptético. Taghiyev et al., (2011).

CDK1NA Inhibidor de cinasas | Kim et al., (2005).
dependiente de ciclina.

c-FLIP Inhibidor de apoptosis | McCourt et al., (2012).
mediado por Fas/FasL.

CYP3A5 Metaboliza testosterona a una | Mitra y Goodman 2015.
forma inactiva.

FGF-8 Factor de crecimiento | Gnanapragasam et al., (2012).
involucrado en carcinogénesis.

FKBP51 Chaperona del receptor | Ni et al., (2010).
esteroideo.

IGFBP-3 Inhibe crecimiento celular e | Kojima et al., (2006).
induce apoptosis.

KLK2 Potencial marcador en CaP. Dong et al., (2005).

KLK3 Marcador  inwolucrado en | Lai etal., (2003).
licuefaccion del semen.

KLK4 Involucrado en proliferacion | Jin et al., (2013).
celular, invasion y metastasis.

MMP-2 Involucrado  en  progresion | Liao et al., (2003).
maligna del CaP.

NEP Metalopeptidasa de la | Akita et al., (2013).
superficie celular mediada por
Zinc.

NKX3.1 Regulador de crecimiento | Peck et al., (2012).
epitelial y  diferenciacion
prostética.

oDC Cataliza la  sintesis de | Visvanathan et al., (2004).
poliaminas.

PAP Antigeno de tumor de CaP. Hsieh et al., (1996).

STAMP2 Involucrado en proliferacién | Korkmaz et al., (2005).
celular y obesidad.

TMPRSS2-ERG Fusién incidente en CaP. Yu et al., (2010).
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El presente trabajo se enfoca en la via WNT, la cual comprende una compleja red
de proteinas relacionadas que participan en la progresion del CaP (Kaarb et al.,
2007).

4.1 Via de senalizacion WNT

Dentro de la via WNT existe un grupo de proteinas relacionadas estructuralmente
al receptor transmembranal Frizzled (FZD), conocidas como “SFRP’s” por sus siglas
eninglés. Actualmente se conocen 5 tipos diferentes que fungen como antagonistas
de la via de senalizacion y presentan actividad supresora de tumor. Aunque existen
diferentes mecanismos por los cuales las proteinas SFRP’s antagonizan la via de
sefalizacion WNT, el mas comun es de tipo competitivo uniéndose a los receptores
FZD (Kawano et al., 2003).

La via WNT esta implicada en diversos procesos celulares presentes desde el
desarrollo embrionario. Esta via de sefalizacibn comenzé a describirse en la década
de los ochenta por Nusse y colaboradores cuando trabajaban con genes del virus
tumoral mamario en ratones (Nusse y Varmus, 2012). Lavia WNT se ha subdividido
en via WNT candnica (B-catenina) y via WNT no canédnica (cinasas y WNT/Ca2+).
En cada una de estas sub-divisiones aparecen diferentes actores moleculares que
seran descritos de manera breve mas delante. Para fines de este trabajo, se
abordara con mas detalle las caracteristicas de la familia de proteinas SFRP’s, las

cuales son antagonistas de esta via de sefalizacion (McDonald et al., 2009).

Recientemente se reporté que la proteina SFRP1 puede regular negativamente la
actividad transcripcional del AR en CaP (Kawano et al., 2009). Por otro lado, el gen
de fusion TMPRSS2-ERGpuede activar la via de sefalizacion WNT ya que ERG
es un factor de transcripcion que promueve la expresién de genes de dicha via. (Wu
et al., 2013). La fusion TMPRSS2-ERG esta presente en mas del 50% de los
tumores de CaP y responde a la actividad transcripcional del AR, su sobre-expresion

se encuentra asociada al proceso oncogénico EMT (Gupta et al., 2010).
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4.1.1 Via WNT candnica (B-catenina) y no candnica (Cinasas y
WNT/Ca++).

La via de senalizacion WNT es una red de eventos moleculares complejos que
puede seguir dos caminos: candénico y no candnico. La via WNT candnica se
describid por primera vez con el gen int-1, denominado mas tarde Whnt1, por su
participacién en la formacion de las alas de la mosca de la fruta Drosophila

melanogaster (mutante Wingless) (Nusse y Varmus, 1982).

El regulador clave en esta via de senalizacion hasta ese momento era la proteina
B-catenina. Algunas de las funciones principales de la proteina B-catenina son
mantener el contacto célula-célula y translocarse al nucleo promoviendo la
expresion de oncogenes (Willert y Nusse 1996). En condiciones normales existe un
equilibrio entre la cantidad de B-catenina presente en el citoplasma y aquella que se
transloca al nlcleo. La activacion aberrante de esta via, comienza con la unién de
proteinas WNT a receptores Frizzled en la membrana plasmatica, lo que provoca el
reclutamiento del complejo proteinico Axina-APC inhibiendo asi la degradacion de
B-catenina. Esto permite que [-catenina se estabilice en el citoplasma vy
posteriormente se transloque al nucleo, donde promueve la expresién de
oncogenes y se une a factores de transcripcion de la familia TCF/LEF1 (Kikuchi,
2000). La Figura 16 muestra un esquema de la via de senalizacion WNT/B-catenina

cuando se encuentra activa y cuando se encuentra apagada.

Las proteinas WNT pertenecen a una familia de 19 proteinas altamente
conservadas en mamiferos, dichas proteinas tienen un dominio N-terminal rico en
cisteina que comprende de 350 a 400 aminoacidos. Las proteinas Wnt forman un
complejo con los receptores frizzled (FZD) y los receptores LRP5 y 6, activando asi
la via (McDonald et al., 2010). Los receptores FZD son transmembranales de siete
dominios que comprenden diez miembros en mamiferos (Binners et al., 2007);
mientras que los receptores LRP5 y 6 son receptores de membrana de un solo
dominio que participan de diferente manera en la regulacion de eventos celulares
de cancer (He et al., 2004).
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Figura 16. Via de sefnalizacion WNT activa/apagada. Imagentomadade Nusse,2012. Lafigurade la izquierda
es una ilustracidon de la via WNT apagada. La figura de la derecha muestra una ilustracion de la via WNT
encendida.

Tras la unién de las proteinas Wnt a los receptores FZD, se desencadena una serie
de eventos moleculares intracelulares donde intervienen otras proteinas
importantes como la proteina Axina (Axin), Dishevelled (Dvl), GSK3-, CK1-a y
APC. La Tabla 6 resumen las funciones de dichas proteinas en la via de
senalizacion WNT.
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Tabla 6. Proteinas involucradas en la via WNT candnica

Proteina Funcién Referencia

Axina Coordina la formacién del | Luo y Lin etal., (2004).
complejo APC-(GSK3-CK1)-
Dw.

APC Se une a B-catenina facilitando | Xing et al., (2003).
su fosforilacién y

posteriormente su destruccion.

GSK3-B Recluta B-catenina facilitando | Wu y Pan, 2010.
Su fosforilacién y
posteriormente su destruccion.
Du Participa tanto en la via WNT | Tauriello et al., (2012).

candénica como la no candnica.

Interacciona con receptores
FZD en la  membrana
citoplasmatica reclutando al
complejo APC-(GSK3-CK1).

Otra ruta que pertenece a la via de senalizacion WNT es la via no canénica, dicha
via comprende dos posibles caminos; uno mediado por cinasas y otro dependiente
de Ca?*. Dentro de la via de sefalizacion WNT no candnica, se encuentra la via de
“Polaridad Celular Planar”. En esta via de sefalizacion, la activacion de los
receptores FZD desencadena una respuesta rio abajo que involucra genes de la
familia de las GTPasas: RAC1, Ras, RHOA y JNK. La tabla 7 describe brevemente

las proteinas involucradas en este tipo de sefalizacion (Gomez-Orte et al., 2013).

Por ultimo, se encuentra la via de senalizacion WNT no candnica que involucra la
liberacion de Ca?+ intracelular (Kuhl et al., 2000). Se ha demostrado que en esta via
de senalizacidn participa la proteina Dvl, lo que demuestra una interaccidon de esta
via con la via WNT de polaridad celular planar (Kinoshita et al., 2003). La figura 17
muestra las principales proteinas involucradas en la via WNT de Ca?* (Veeman et
al., 2003).
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Tabla 7. Proteinas involucradas en la via WNT de Polaridad Celular Planar

Proteina Funcién Referencia
RAC1 Regulacién del citoesqueleto. Lindgvist et al., (2010).
Ras Involucrada en procesos de | Mayor y Theveneau, 2014.

migracién celular.

RHOA Actla  rio-abajo de la| Zhu et al., (2006).
sefalizacion de WNT5 vy
WNT11.

JNK Coopera con GSK3 para | Ciani y Salinas, 2007.
regular D.

\/Caz‘ —> Figura 17. Via de sefializacion WNT/Ca?. Imagen tomada de

/ i l Komiya y Habas, 2008. En esta figura se esquematiza la

liberaciéon de Ca? dentro de la via WNT no canénica.

4.1.2 Antagonistas de la via WNT

Existen diferentes tipos de moléculas que pueden antagonizar la via de sefalizacidn
WNT, algunas de las clasificaciones propuestas para estos antagonistas los dividen
en dos grupos: proteinas secretadas y relacionadas a frizzled (SFRP) y, miembros
de la familia Dickkopf (Tabla 8) (Kawano y Kypta, 2003). Los antagonistas de la
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familia SFRP incluyen a las proteinas WIF-1 y Cerberus, los cuales ejercen su

accion antagénica enlazando ya sea a proteinas WNT, a receptores FZD y

receptores Colipase o receptores Ryk (figura 18) (Kawano y Kypta, 2003).

Tabla 8. Principales antagonistas de la via WNT

Proteina

Accién

Referencia

SFRP’s

Inhiben la proliferacion celular.

Lavergne et al., (2011).

Dickkopf

Interaccionan con LRP6/Arrow

para inhibir la via WNT.

Bafico et al., (2005).

Cerberus

Antagonizan la via mediante

Cruciat y Niehrs 2013.

factores de crecimiento como
Activin, Nodal y BMP.

WIF-1 Puede antagonizar la via | Ramachandran et al., (2014).

uniéndose a proteinas Wnt .

LRP5/6 Fz

Via no
canonica

Via
canonica

Via no
canonica

Via
canonica

Via no
canonica

Via
canonica

Figura 18. Diferentes tipos de antagonismo en la via WNT. Imagen modificada de Kawano y Kypta, 2003. La
figura A muestrala activacion tradicional de lavia WNT por proteinas Wnt. La figura B muestra el antagonismo
ejercido sobre la via WNT por proteinas secretadas tipo WIF-1 y SFRP’s. La figura C muestra el antagonismo
sobrelavia WNT por Dkk-1.
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Las proteinas SFRP’s fueron los primeros antagonistas descritos en la via WNT,
estas proteinas comparten homologia estructural en su dominio rico en cisteina
(CRD, por sus siglas en inglés), N-terminal de las proteinas WNT vy los receptores
FZD (Melkonyan et al., 1997) (figura 19) (Kawano y Kypta, 2003). Las proteinas
SFRP’s son secretadas al espacio extracelular donde ejercen su funcién
antagonica, se ha reportado que su efecto puede depender de un gradiente de
concentracién que incluso llega a activar la via WNT (Uren et al., 2000).

CcRkb | | NIR |

 ANNNNNN o

sFRP

:

Frizzled

b

Dickkopf I | Cys—ll -
Colipase -

rRyk I wD [ | ) ||

Figura 19. Homologia estructural entre proteinas antagonistas yreceptores de la via WNT. Imagen tomada de
Kawano y Kypta, 2003. Las figuras A, B y C esquematizan la homologia estructural existente entre los
antagonistas SFRP’s, Dickkopfy WIF-1 con sus respectivos receptores.

Muchos estudios han sefialado que existe una expresion a la baja de las proteinas
que antagonizan la via WNT en cancer, sin embargo existen resultados
contradictorios (Bovolenta et al., 2008; Surana et al., 2013). En CaP se sugiere que
las proteinas SFRP’s desempefian un papel supresor de tumor. Particularmente
SFRP1 ha mostrado estar sub-expresada (a la baja) en tejidos y células de CaP;
ademas esta proteina regula negativamente la actividad transcripcional del AR
(Lodygin et al., 2005; Kawano et al., 2009).
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41.3 SFRP1en CaP

La proteina SFRP1 ejerce un efecto que disminuye el crecimiento de células de
CaP. Interesantemente, dicho efecto no involucra las vias de senalizacion WNT
clasicas. Kypta y col. (2009) reportaron que la sobre-expresion de SFRP1 en lineas
celulares de CaP disminuyé la actividad transcripcional del AR. En dicho trabajo se
sugirié que el mecanismo de accién podria estar mediado por la asociacién con
receptores de la familia Ror 1 y 2 (Kawano et al., 2009). Contradictoriamente,
Joesting y col. (2005) muestran una comunicacion estroma reactivo-epitelio en
células de CaP donde SFRP1 contribuye a la progresion del CaP hacia un estado
mas avanzado (Joesting et al., 2005). A pesar de estos reportes, recientemente se
ha reforzado la hipétesis de que SFRP1 es un supresor tumoral en CaP. Un estudio
publicado en el afio 2014, muestra que el tratamiento con genisteina desregula la
expresion del miR-1260b, aumentando la expresion de SFRP1 en células de CaP,
este efecto disminuyé las caracteristicas neoplasicas de dichas células
cancerigenas (Hirata etal., 2014). Aunado a esto, SFRP1 se propone como un bio-
marcador candidato para el diagnoéstico y pronéstico de la enfermedad (Zheng et
al., 2015).

5. Alteraciones genémicas en CaP

Como se ha mencionado hasta ahora, diversas alteraciones promueven la aparicion
y la progresion del CaP. Dichas alteraciones comprenden factores hereditarios,
factores genéticos, factores relacionados a la edad y, alteraciones gendémicas
cromosomales. Las células de cancer se encuentran sometidas a una proliferacién
excesiva, esto tiene como consecuencia la aparicién de errores cromosomales que

conllevan a duplicaciones, deleciones y fusion de genes (Berger et al., 2011).
5.1 Re-arreglos cromosomales

Los re-arreglos cromosomales tienen como consecuencia principal la aparicion de
genes de fusidén, los cuales son muy frecuentes en tumores de leucemias y

sarcomas. El porcentaje estimado de estas fusiones en leucemia es de 100%, 20%
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en leucemia mieloide aguda, y de 15 a 20% en tumores de otros tipos tejido

cancerigeno (Mitelman et al., 2007).

En CaP, los reportes muestran una frecuencia alta de genes de fusion
principalmente aquellos que involucran factores de transcripcién de la familia ETS
(E-26 virus Transformation Specific, inglés) (Hessels y Schalken, 2013). La familia
de los factores de transcripcion ETS, comprende 27 miembros donde la fusidon
TMPRSS2-ERGes la mas reportada en CaP (Tomlins et al., 2005).

5.1.1 Fusion TMPRSS2-ERGen CaP

La fusion TMPRSS2-ERG es un evento comun en CaP, se ha reportado en mas del
50% de los pacientes con esta enfermedad. Dicha fusidén es una ecisién de doble
cadena en el DNA que tiene como consecuencia la unién del gen ERG con el
promotor delgen TMPRSS2;cabe mencionar que la proteina ERG es funcional pero
de manera trunca, los aminoacidos del 1 al 44 son eliminados del producto final
(Figura 20) (MacGarty et al., 2014).

TMPRSS2 ' ERG

)] (6 EEE

]

TMPRSS2:ERG

ARE 1 |[ 2 u”_&‘

1
Oncogenicidad

Figura 20. Fusion TMPRSS2-ERG. Imagen modificada de McGarty, 2014. Se ilustracomo es que se fusionan

21q22

21q22

los genes TMPRSS2y ERG originando un producto donde ERG es funcional pero de maneratrunca.
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ERG (ETS Related Gene, por sus siglas en inglés), es un factor de transcripcion
producto de la fusion TMPRSS2-ERGen CaP. En condiciones normales, ERG se
encuentra sobre-expresado en el endotelio y el mesodermo embrionario, donde
tiene un papel importante en el desarrollo del sistema vascular, el tracto urogenital
y el sistema dseo (Birdsey et al., 2008). La proteina ERG tiene una longitud de 486
aminodcidos, pesa 56 KDa (Rao et al., 1987) y posee un dominio de reconocimiento
a DNA que enlaza a secuencias del tipo GGA(A/T) (Shore et al., 1996). Se han
realizado diferentes clasificaciones de los factores de transcripcion ETS de acuerdo
a su similitud de secuencia con el dominio de enlace a DNA. En este tipo de
clasificacion, ERG pertenece a la clase |, dentro de esta clasificacion se encuentran
otros factores de transcripcion como ETS 1y 2, ETV 1-5, ELK 1, 3y 4, ERF, FEV,
FLI 1 y GABPa (Wei et al., 2010).

En CaP, ERG ha sidoreportado en mas del 50% de los pacientes con la enfermedad
como producto de la fusion de genes TMPRSS2-ERG (Tomlins et al., 2005). La
sobre-expresion de ERG estéa relacionada con la respuesta a andrégenos que tiene
el promotor del gen que codifica para la proteina TMPRSS2 (Transmembranal
Protein Serin type 2). ERG esta relacionado con la progresion de la neoplasia
prostatica intraepitelial a CaP (Carver etal., 2009). La sobre-expresion de ERG ha
sido involucrada también con el proceso neoplasico EMT que modifica la adhesién
celular y promueve la migracion e invasividad (Leshem et al., 2011). La Figura 21
muestra un esquema de la participacion de la fusion de TMPRSS2-ERG en la
progresién del CaP (Squire, 2009).

Recientemente se han estudiado los mecanismos moleculares por los cuales la
fusion TMPRSS2-ERG promueve la progresion del CaP. Interesantemente ERG
ejerce una accion positiva sobre la via de sefalizacion WNT/LEF1 (Wu et al., 2013)
en CaP, dicha activacion involucra la sobre-expresion de los genes LEF1y FZD4
(Gupta et al., 2010).
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Claramente existe una asociacién entre la fusion TMPRSS2-ERG y la via
androgénica en CaP. ERG logra esta regulacién interaccionando directamente con
el promotor del gen que codifica para el ARy promoviendo la expresién de genes
que son responsivos a andrégenos (Yu et al., 2010). En este sentido, se ha buscado
la manera de inhibir esta red de sefializacion, Liy col. (2011) lo lograron mediante

farmacos que antagonizan la actividad transcripcional del AR (Li et al., 2011).

Préstata
normal
Activacién —
M — (AKT) —> desregulada de
blancos rio debajo Bralitaraclon
de AKT Anti-apoptosis
Inestabilidad genémica
_Diferenciacién
- Angiogénesis
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Figura 21. Participacién de la fusion TMPRSS2-ERG en la progresion del CaP.Imagen modificada de Squire,
2009. Se muestraunailustracion de la asociacion entre la perdida de PTEN y la sobre -expresién de ERGenel

aumento de las caracteristicas neoplasicas de las células de CaP.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaP es un problema de salud importante en el mundo y en México, en nuestro
pais ocupa el primer lugar por muertes relacionadas a neoplasias en hombres. La
enfermedad puede ser tratada si se detecta a tiempo; sin embargo, no existen bio-
marcadores especificos que ayuden a realizar un buen diagnéstico. Los pacientes
que se presentan con CaP en un estado avanzado, son tratados con una terapia de
privacion hormonal que disminuye los niveles y la accidén de los andrégenos en el
organismo. Dicha terapia tiene buenos resultados en un principio; sin embargo, al
paso de unos meses las células CaP se vuelven resistentes al tratamiento y la
enfermedad reaparece con mayor agresividad.

Diversos reportes han mostrado que la actividad transcripcional del AR tiene un
papel importante en la resistencia que muestran las células de CaP al tratamiento
de privaciéon hormonal. Dichos trabajos demuestran que existe una relacion entre el
AR, el gen de fusion TMPRSS2- ERGYy la via WNT. Particularmente esta fusion de
genes, la cual responde a la actividad andrdogenica del AR; se encuentra sobre-
expresada en 50% de los pacientes con CaP. Ademas, ERG (producto de la fusién
TMPRSS2-ERG) activa la via WNT, promoviendo la expresion de oncogenes como
LEF1, WNT3Ay FZDA4. Interesantemente, se reporté que la proteina SFRP1 (un
antagonista de la via de sefalizacion WNT) disminuye la actividad transcripcional
del ARy la viabilidad celular en CaP; sin embargo se desconoce su mecanismo de
accion y no se ha descrito el efecto que dicha proteina podria ejercer sobre células
que expresan la fusibn TRMPRSS2-ERG.
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HIPOTESIS

El tratamiento con la proteina SFRP1 disminuye la actividad transcripcional del AR,
lo que resulta en una regulacion negativa de la expresién del gen de fusidon
TMPRSS2-ERGYy en una disminucién de las caracteristicas neoplasicas de las
células de CaP.

OBJETIVOS

General
Determinar el efecto de la proteina SFRP1 sobre el gen de fusion TMPRSS2-ERG
en CaP.

Particulares

Medir el efecto de la proteina SFRP1 sobre la viabilidad en células de CaP.

®»  Determinar la actividad transcripcional del AR tras el tratamiento con SFRP1.

= Analizar la accion que tiene SFRP1 sobre la fusibon TMPRSS2-ERG, y la
expresion de genes de la via WNT.

m  Determinar a qué nivel (citoplasmatico o nuclear), se da la regulacién del AR
por SFRP1.

m  Determinar el posible mecanismo por el cual la proteina SFRP1 ejerce su

efecto sobre la viabilidad celular (apoptosis o arresto del ciclo celular).
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PREGUNTADE INVESTIGACION

El presente trabajo tiene como objetivo demostrar que existe un efecto de regulacién
negativa por parte de la proteina SFRP1 sobre el gen de fusion TMPRSS2-ERG.
Para cumplir dicho objetivo, se ha planteado un eje que comprende tres preguntas
principales. La Figura 22 es un esquema que representa dichas preguntas y el orden

en que se ha planteado resolverlas.

2. Entonces,
(disminuye la

1. ;Disminuye la expresiondel gen

‘ actividad
transcripcional
del AR?

Figura 22. Preguntas centrales a resolver en este proyecto. Se esquematizan 3 preguntas centrales que se
relacionan con la metodologia.

MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares y reactivos

Se utilizaron las lineas celulares de CaP: LNCaP, VCaP y PC3, y las células
normales de prostata: RWPE-1 adquiridas en la comparnia ATCC. También se
utilizaron las células estromales de préstata PrSC, adquiridas en la compania
LONZA. La Tabla 9 resume las caracteristicas morfol6gicas y moleculares de dichas

células.
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Tabla 9. Caracteristicas morfolégicas y moleculares de las lineas celulares de

Prostata.

LINEA CELULAR

VCaP
(ATCC® CRL-2876™).

RWPE-1

MORFOLOGIA

(ATCC® CRL-11609™).

CARACTERISTICAS

Células de CaP.

o Epiteliales,adherentes.

e Sensiblesaandrégenos.
e ExpresanPSA.
e Expresanla fusion TMPRSS2-ERG.

e Tiempodeduplicacion:58 horas.

Células normales de prostata.

o Epiteliales,adherentes.
e Expresan AR y PSA
e Tiempodeduplicacion: 3-5dias

aproximadamente.
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Equipos.

Campana de flujo laminar (SAFEAIRE, Fisher Hamilton Clase ll), incubadora
(ULTIMA 1), equipo para PCR (VIA7 Real-Time PCR system, Thermo Fisher
Scientific), microscopio (Nikon Eclipse TS100), citdmetro (FACSaria I BD

bioscience), espectrofotdmetro para micro-placas (EPOCH, Biotek).

Cultivo celular.

Las células se descongelaron y se propagaron segun lo recomendado por los
manuales SOP de ATCC para cada linea celular. Todas las lineas celulares fueron
crecidas a una temperatura de 37°C y una atmésfera de COzal 5%. Para crecer las
células LNCaP, VCaP y PC3, se utiliz6 medio RPMI 1640 con rojo de fenol (Sigma,
R7388), suplementado con suero fetal bovino (SFB, Bio west S0960) al 10%,
glutamina al 1% (Sigma, G3126) y piruvato de sodio al 0.1% (Sigma, P2256). Para
los ensayos con dihidrotestosterona (DHT), se utilizd medio RPMI 1640 sin rojo de
fenol (Sigma, R8755), suplementado con SFB “charcoal stripped’ (SFBcs) tratado
con carbén activado para eliminar las hormonas (Biowest, S181F) al 10%. Para
crecer las células RWPE-1 se utilizd medio KSFM (Thermo Fisher, 17005-042)
suplementado con SFB al 10%; y para las células estromales PrSC se utilizd medio
SCBM suplementado con SFB al 10% (LONZA, CC-3204).

Tratamientos.

La hormona DHT fue donada por la Dra. Langley del INCan. Los tratamientos se
realizaron con diferentes concentraciones de DHT que fueron de 0 a 100 nM y con
la proteina recombinante SFRP1 (Sigma, SRP-3154) de 0 a 1 nM. Se realiz6 una
curva de viabilidad celular con dichas concentraciones y se seleccionaron aquellas
que presentaron el mejor efecto. Se utiliz6 la concentracién 0.01 nM de ambas
moléculas para realizar los diferentes tratamientos: control (medio de cultivo +
vehiculo), DHT (0.01 nM) y SFRP1 + DHT (0.01 nM). En la preparacién de las
alicuotas de DHT se utilizo6 etanol al 100% como vehiculo y para las alicuotas de
SFRP1 se utilizo6 BSA al 0.1% en agua desionizada.
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Viabilidad celular.

Se sembraron 1-2 x 10 células por pozo en placas de 96 pozos, se dejaron adaptar
entre 24 y 48 horas en medio con rojo de fenol, dependiendo deltipo de linea celular.
Transcurrido ese tiempo, se cambi6 el medio de cultivo por medio libre de rojo de
fenol, suplementado con SFBcs al 10%. A las 24 horas, se realizaron los
tratamientos con DHT, y con SFRP1.

La viabilidad celular se midié6 mediante la técnica de MTT (Mossman, 1983).
Cumplido el tiempo de tratamiento, se retiré el medio de cultivo en todas las lineas
celulares excepto en VCaP, se anadié 10uL de MTT a cada pozo, y se incubd la
placa de a 37 °C, de 2 a 4 horas. Transcurrido ese tiempo, los cristales de formazan
(color purpura) producidos por la reaccién, fueron solubilizados con dimetilsulfoxido
(DMSO, AppliChem. A3672) grado biologia molecular. Las placas se leyeron a una
longitud de onda de 575 nm. Cada condicidn se realiz6 por sextuplicado y se contd

con al menos un replicado biolégico para cada placa.

Ensayos de expresion (RT-qPCR).

Se sembraron 1 x 10° células por pozo en placas de 12 pozos, posteriormente se
realizaron los tratamientos descritos arriba. A las 24 horas se realiz6 la extraccion
de RNA con el kit RNAeasy (QIAGEN, 740104) segun lo establecido por el
fabricante. EI RNA se cuantificé en un espectrofotdmetro (Thermo Fisher, Nano-
Drop 1000) para &cidos nucleicos tomando en cuenta la relacion 260/230. A la par
se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para determinar la integridad
del RNA. Cada muestra de RNA se sometié a una reaccién de retro-transcripcion
(RT) utilizando el kit Reverte Aid Synthesis (Thermo Fisher, K1691) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las condiciones de la reaccién fueron: 42 °C por 60
minutos y, 70 °C por 5 minutos en un solo paso. Con el cDNA obtenido se realiz6
un ensayo RT-PCR (Real Time-Polymerase Chain Reaction), las concentraciones
de los reactivos y las sondas TagMan utilizadas para cada gen blanco se muestran
en la Tabla 10. Las condiciones de temperatura para esta reaccion se muestran en
la Figura 23. Los resultados se cuantificaron en el equipo ViiA7, y fueron
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normalizados mediante la técnica de 2-9etaCt (Ljvak y Schmittgen 2001). Las sondas
TagMan utilizadas para medir los genes blanco fueron adquiridas en Applied
Biosystems: AR (Hs00171172_m1), KLK3 (Hs02576345 m1), TMPRSS2-ERG
(Hs01120965_m1), ERG 3 (Hs01554629 m1), LEF1 (Hs01547250_m1), FZD4
(Hs00201853_m1), WNT3A (Hs00263977_m1), SFRP1 (Hs00610060_m1).
GAPDH (Hs02758991_g1) se utilizd para normalizar la expresion de dichos genes.

Tabla 10. Reactivos y concentraciones para la reaccién de RT-PCR

Reactivos X1 (uL)
Master mix universal de PCR 5.0
TaqMan, (2x) (Applied,
4369016).
H20 DEPC*. 45
Sonda TagMan 0.5
cDNA 1.0
*DEPC, dietilpirocarbonato
Hold Stage PCR Stage
Nurnber of Cycles: |40 &
[] Enable AutaDelta
Starting Cycle:
208 95.0 °C 95,0 °C

00:20 19°C/s  po:o1
/‘i " =06
oy I/
75 °C_| / 16, °Cfs
/ \

/ \60.0 °C
/{.9 °Cfs 00:20

50 °C_| / el

25°C_|

0-°C.

Step1 Step1 Step2

Figura 23. Condicionesde lareaccion de RT-PCR. Imagen tomada del software viia7 version 1.2 de Thermo
Scientific.
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Inmunofluorescencia.

Se sembraron 3X10°células por pozo en placas de 6 pozos tratadas previamente
con el polimero poli-L-lisina para fomentar la adherencia celular. Después de
realizar los tratamientos con SFRP1 y DHT, las células se entregaron en el area de
microscopia confocal del INMEGEN donde se realiz6 todo el proceso de fijado y

marcado con los anticuerpos primario y secundario.

Ensayos de citometria de flujo.

Se sembraron 5 x 10° células por pozo en placas de 6 pozos, después de los
tratamientos se procedid a realizar los ensayos de ciclo celular y apoptosis segun
las instrucciones del fabricante. El ensayo de ciclo celular se realizd con el paquete
Cycle test (BD, Bioscience) y, el ensayo de apoptosis con el paquete comercial
ANEXIN V/FITC (Thermo Fisher). Las reacciones de cada ensayo se realizaron en
el area de citometria de flujo del INMEGEN con el equipo FACSaria de BD
bioscience, los resultados se analizaron con el programa FACSDiva version 6.1.3.

Analisis estadistico.
Los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos se analizaron con el paquete
estadistico Graphpad Prism 6. Las pruebas estadisticas y el nivel de significancia

se especifican en el pie de figura de cada experimento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

SFRP1(mRNA) esta sub-expresado en células de CaP positivas a la fusion
TMPRSS2-ERG

El mensajero de la proteina SFRP1, esta sub-expresado en las células de CaP
VCaP,LNCaP y PC3respecto a las células normales de préstata RWPE-1 (epitelio)
y PrSC (estroma) (Figura 24). Esto concuerda con lo reportado por Lodygin et al.,
(2005), sin embargo en dicho trabajo no se utilizd ningin modelo que albergara la
fusion TMPRSS2-ERG. En el presente trabajo, se observd que SFRP1 se expresa
500 veces menos que ERG 3y 200 veces menos que TMPRSS2-ERG 1a (T-E 1a)
en VCaP (Figura 25), lo que refuerza la hipétesis de una posible asociacion negativa
entre la proteina SFRP1 y la expresion de la fusion TMPRSS2-ERG. Esto también
se fundamenta en el trabajo realizado por Kawano et al., (2009), donde la proteina
SFRP1 regula negativamente la actividad transcripcional del AR.

SFRP1 (mRNA)
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Células de prostata

Figura 24. Expresionde SFRP1 en células de préstata. Se grafico la razdn de cambio (fold change, en inglés)
dela expresién relativa/GAPDHde SFRP1 en cadalinea celular contrala expresién relativa/ GAPDHde SFRP1
normalizada ala unidad en RWPE-1. ANOVA, IC 95%, *p <0.0122,**p <0.0020. Comparaciones multiples con
la prueba de Holm-Sidak. n/e = no se detect6 expresion.

T-E 1a es la variante de la fusibn TMPRSS2-ERG que se expresa con mayor
frecuencia en CaP, sin embargo existen otros tipos de fusiones que también
involucran al gen ERG. Algunas de ellas son HERPUD1-ERG, SLC45A3-ERGy
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NDRGT1-ERG, las cuales conforman el 45% de los eventos de fusion con factores
de transcripcion ETS en CaP (Rubin, 2012). ERG 3 es una de las isoformas con
mayor expresién en CaP, en la Figura 25 se observa que bajo condiciones basales
dicha variante se expresé mas que la fusion T-E 7a. En lo que sigue del texto T-E
1a sera referido como TMPRSS2-ERGy ERG 3 como ERG.
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I 900_ *kk I
£
< 600+
o
© 300
=
-t —
© 1
o 20T
c
=
0 104
: l
3
w ol s T
SFRP1 T-E 1a ERG 3

Figura 25. Expresionde SFRP1, T-E 1ay ERG 3 en VCaP. La expresiénrelativa/GAPDH de T-E 1ay ERG 3
se comparo contra la expresion relativa/GAPDH de SFRP1 normalizada a la unidad. ANOVA, IC 95%, **p
<0.0007.Comparaciones multiples con la prueba de Tukey.

SFRP1 disminuye la expresion de TMPRSS2-ERGen presencia de la hormona
DHT

Las células de CaP son sensibles a la actividad androgénica, el gen que codifica
para la proteina PSA definido en la literatura cientifica como KLKS3, es uno de los
genes utilizados para medir dicha actividad (Levina et al., 2015). Esta reportado que
la expresién de KLK3 aumenta bajo el estimulo de la hormona DHT en LNCaP
(Petrow V, 1986); en VCaP, los reportes muestran resultados similares (Loberg et
al., 2006; Li et al., 2011).

Para medir la respuesta que tienen las células VCaP bajo el estimulo con DHT, se
probaron diferentes concentraciones de la hormona y se midié la expresion del gen
KLK3 (figura 26). A partir de una concentracién 0.1 nM, este gen comienz6 a

expresarse significativamente (figura 26a), el efecto positivo de DHT sobre la
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expresion de KLK3 resultd similar para el gen de fusion T-E y para el gen ERG
(figuras 26b y 26c¢). Este efecto se debe a que estructuralmente, dicha fusién cuenta
con “elementos de respuesta a andrégenos” (ARE'’s, por sus siglas en inglés) en la
region promotora del gen que codifica para TMPRSS2 (Clark et al., 2007). Esta
caracteristica estructural, convierte al gen de fusibn en un blanco terapéutico

candidato para el tratamiento del CaP (Li et al., 2011).
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Se probé si el tratamiento con la proteina SFRP1 podria disminuir la actividad
transcripcional del AR en un modelo celular previamente reportado. Se realiz6 el
tratamiento sélo con SFRP1 y con la combinacion SFRP1 + DHT a una
concentracién 0.01 nM en LNCaP. Se utilizaron estas concentraciones ya que como
se mostrard mas adelante, fueron la concentraciones que presentaron el mejor
efecto sobre la viabilidad celular. En la Figura 27 se observa que el tratamiento

combinado DHT + SFRP1 disminuye significativamente la expresion del gen KLK3
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en LNCaP. Esto corrobora los resultados obtenidos por Kawano et al., (2009), donde
la proteina SFRP1 recombinante disminuyd la actividad transcripcional del AR en

esa misma linea celular.

LNCaP (mRNA)

KLK3 Expresion relativa/lGAPDH

Cc 01 0.01 0.1 1 001 0.1 nM
DHT - & - - - % 4

SFRP1 - - + + + + +

Figura 27. Expresionde KLK3 en LNCaP tratada con DHT y SFRP1 durante 24 horas. Se graficé la razén de
cambio de la expresidn relativa/GAPDH del gen KLK3 para cada concentracion comprada con el control.
ANOVA, IC 95%, *p =0.0227.Comparaciones multiples con la prueba de Holm-Sidak.

En las células VCaP se seleccionaron las mismas concentraciones y se observo
una disminucion significativa en la expresion de KLK3con el tratamiento combinado
SFRP1 + DHT (0.01 nM), interesantemente en esta linea celular la proteina SFRP1
pudo activar por si sola la transcripcion del gen KLK3 (figura 28a). EI mismo efecto
se observo en los genes que conforman la fusion TMPRSS2-ERG(figura 28by 28c),
este resultado es interesante aunque contradictorio a lo observado en las células
LNCaP. El estatus que tiene el AR en ambas lineas celulares puede provocar dicho
resultado; por un lado VCaP cuenta con un AR integro, mientras que en LNCaP el
AR tiene una mutacién que afecta la forma en que responde a los ligandos
(Veldscholte et al., 1992).

La combinacion SFRP1 + DHT disminuy6 los niveles de expresion de ERG, lo que
confirma la hipdtesis planteada al principio de este trabajo. Dicho efecto sobre la
expresion de ERG por parte de SFRP1, podria tener como consecuencia una

disminucidn de las caracteristicas neoplasicas de estas células. Cabe mencionar
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que el efecto negativo de SFRP1 sobre la actividad transcripcional del AR en VCaP,
depende de la presencia de la hormona DHT. Mas delante se demuestra que la
viabilidad celular también se ve afectada por la combinacion SFRP1 + DHT en
ambas lineas celualres, lo que demuestra que la presencia de la hormona juega un
papel importante en el efecto “supresor de tumor” que ejerce SFRP1. Este efecto
puede representar una ventaja para el tratamiento de los pacientes con CaP
resistente a la castracion, ya que el tratamiento de castracion quimica no elimina al
100% la produccion de los andrégenos. Ademas, las células de CaP presentan
transformaciones moleculares que mantienen la actividad de la via androgénica
(Khan et al., 2014).
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Después de observar que el tratamiento combinado SFRP1 + DHT disminuyé la
expresion de los genes responsivos a androgenos en LNCaP y VCaP, surgié una
pregunta enfocada sobre si dicho efecto era la consecuencia de la disminucion de

la actividad transcripcional del AR, o como tal de la expresidén del mismo receptor.
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Los reportes muestran que existe una regulacion negativa por parte de los
andrégenos sobre la expresion del AR (mMRNA), aunque muchos de ellos son
contradictorios. El tratamiento con concentraciondes crecientes de DHT disminuye
la expresién del AR en células de CaP (Yeap et al., 1999). Particularmente en VCaP,
esta reportado que ERG regula negativamente la expresién del AR, disminuyendo
asi su expresidon cuando ERG es sobre-expresado (Yu et al., 2010).

El tratamiento combinado SFRP1 + DHT no afectd la expresion del gen AR en
LNCaP y en VCaP respecto al tratamiento con DHT (Figura 29a). Esto demuestra
que el efecto observado por parte de SFRP1 estda dado a nivel de la actividad
transcripcional y no de la expresién del AR. En VCaP, el factor de transcripcion ERG
regula la expresion del AR, ya que la sobre-expresién de ERG disminuye la
expresion del AR (YU et al., 2010). Si el tratamiento SFRP1 + DHT disminuye la
expresion de ERG, entonces se esperaria que la expresion del AR aumentara con
dicho tratamiento. EI tratamiento con DHT disminuyé la expresion del AR
significativamente, y el tratamiento combindao SFRP1 + DHT provocé que el AR

aumentara su expresion aunque no de manera significativa (Figura 29b).
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Figura 29. Expresién del ARen LNCaP y VCaP. Se graficd la expresion relativa/GAPDH del gen AR

en cada tratamiento comparada con la expresion relativa/ GAPDH del control. Se midié la expresién
del gen a las 24 horas del tratamiento. ANOVA, IC 95%, LNCaP *p <0.0344, VCaP **p <0.0087.

Comparaciones multiples con Holm-Sidak.
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LNCaP

VCaP

El efecto indirecto de SFRP1 + DHT sobre el AR esta dado a nivel nuclear

Al determinar que el tratamiento combinado SFRP1 + DHT regula negativamente la
actividad transcripcional del AR, surgié la pregunta de cuales podrian ser los
mecanismos involucrados en dicha regulacion. El AR es un factor de transcripcion
que se encuentra en el citoplasma y al ser activado por el ligando DHT se transloca
al nicleo para promover la transcripcion de genes (Tan et al., 2015). Si el
tratamiento con SFRP1 + DHT disminuye la actividad transcripcional del AR, es
posible que ese efecto sea porque se inhibe la translocacion del receptor al nlcleo
(Powell et al., 2006). Para contestar esta pregunta, se realizd un ensayo de

inmunofluorescencia que determinara la localizacion del AR en la célula después de
DHT

Figura 30. Localizaciéon del AR en LNCaP y VCaP. Se tomaron 3 fotografias por cada tratamiento

los tratamientos (Figura 30).

CONTROL

SFRP1 + DHT

en 3 campos diferentes. DAPI/AZUL/ROJO para los nicleos. Las flechas en rojo indican la ubicacién
del AR en cada condicion. Las imagenes se analizaron en el software ZEN 2012, Carl Zeiss

Microscopy.

El AR se encuentra en mayor proporcion en los nucleos de las células LNCaP y

VCaP a pesar del tratamiento combinado SFRP1 + DHT. Esto sugiere que el efecto
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negativo de SFRP1 sobre los genes responsivos a andrbégenos, estad dado
indirectamente en el nicleo. En el nlcleo celular existen mecanismos que regulan
la actividad transcripcional, el AR puede ser co-regulado negativa o positivamente
por proteinas coactivadoras o correpresores (Cheng et al., 2012).

El efecto del tratamiento SFRP1 + DHT sobre ERG, disminuye la expresion de
genes de la via WNT

ERG es un factor de transcripcion que regula positivamente a la via de sefalizacién
WNT (Wu et al., 2013). Promueve la expresién de genes como Wnt3a, LEF-1y
FZD4, particularmente el receptor FZD4 es un regulador importante en el proceso
EMT en VCaP (Gupta et al., 2010). La expresién de los genes Wnt3a, LEF-1y FZD4
disminuy6 después de realizar el tratamiento con SFRP1 + DHT, por lo que el efecto
de SFRP1 sobre ERG también afecta a la via de sefializacion WNT en VCaP (Figura
31).
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WNT3a es una proteina importante de la via de sefnalizacién WNT candnica, se ha
mostrado que existe una asociacion entre dicha molécula y el AR para promover la
proliferacion celular (Schweizer et al., 2008). Por otro lado, la misma proteina vy el
factor de transcripcion LEF-1 se sobre-expresan cuando ERG esta presente; en ese
mismo trabajo se demostr6 que dicha regulacién depende de la actividad
transcripcional de ERG (Wu et al.,, 2013). Las implicaciones que tiene la via WNT
en CaP han sido descritas ampliamente, la activacién aberrante de esta via de
sefializacion promueve el progreso de la enfermedad hacia un estado mas
avanzado (Yardi et al., 2005). Por esta razén, los resultados obtenidos aqui son de
relevancia ya que el tratamiento SFRP1 + DHT tiene un efecto negativo sobre la red
oncogénica AR-ERG-WNT.

El tratamiento combinado SFRP1 + DHT disminuye las caracteristicas
neoplasicas de las células de CaP

Se ha reportado que la proteina SFRP1 es un posible supresor de tumor en
diferentes tipos de cancer incluyendo el CaP (Bovolenta et al., 2008). En el presente
trabajo se ha demostrado que el tratamiento con dicha proteina disminuye la
actividad transcripcional del ARy la expresion del oncogen ERG en células de CaP.
El siguiente objetivo del trabajo fue demostrar que el efecto de SFRP1 sobre los
genes involucrados en la progresion del CaP, disminuye también las caracteristicas

neoplésicas de estas células.

SFRP1 tiene un efecto positivo sobre la viabilidad celular en células de CaP

La proteina SFRP1 se encuentra sub-expresada en CaP, el silenciamiento de
SFRP1 estd asociado con la activacién de la via WNT y el aumento de las
caracteristicas neoplasicas de las células de cancer (Lodiying et al., 2005). Dichas

caracteristicas involucran proliferacion excesiva, migracion, invasion y metastasis.

En el presente trabajo se ha demostrado que el tratamiento combinado de SFRP1
+ DHT disminuye la actividad transcripcional del AR, esto disminuyd la expresién
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del gende fusibn TMPRSS2-ERGen las células VCaP. Se midié la viabilidad celular
con dicho tratamiento en las células de CaP, pero previamente se estandarizd la
técnica de MTT para estas células. En los ANEXOS (I, Il y Il se muestran las
diferentes condiciones que se probaron: nimero de células, tipo de medio de cultivo,
y concentracion de MTT y DMSO. Ya que las células de CaP son sensibles a la
actividad androgénica del AR, en primer lugar se midio la respuesta de LNCaP y
VCaP al tratamiento hormonal (Figura 32). En LNCaP el efecto de la hormona DHT
se ve disminuido conforme aumenta la concentraciéon (Figura 32a), este efecto se
describe en la literatura cientifica como “crecimiento tipo campana” (bell-shapped
growth, inglés) (Kassen et al., 2000).
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Figura 32. Viabilidad celular en LNCaP y VCaP tratadas con DHT. ANOVA, IC 95%, **p=<0.0023 en VCaP.
Comparaciones multiples con la prueba de Dunnett.

Kawano et al., (2009) reportaron que SFRP1 disminuye la formacién de colonias en
las células LNCaP y 22Rv1; en el presente trabajo se realizd el tratamiento con la
proteina recombinante utilizando concentraciones crecientes de SFRP1 (0-1 nM)
con resultados contradictorios. Interesantemente se observd un efecto positivo
sobre la viabilidad celular a una concentracion 0.01 nM de SFRP1 en LNCaP (figura

33a), dicho efecto fue muy similar en VCaP con una concentracién de 0.1 nM (figura
33b).
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33a. LNCaP (48 h) 33b. VCaP (72h)
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Figura 33. Viabilidad celularen LNCaPy VCaP tratadas con SFRP1. ANOVA, IC 95%, **p= 0.0061 en LNCaP
y *p=0.0420 en VCaP. Comparaciones multiples con la prueba de Dunnett.

Resulté muy interesante observar que la proteina SFRP1 tiene un efecto positivo
sobre la viabilidad celular en células de CaP, un resultado similar fue reportado por

Joesting et al., (2005) donde se presenta una comunicacion estroma-epitelio
mediante SFRP1.

SRFP1 disminuye la viabilidad celular en presencia de la hormona DHT

Ya que la combinacion DHT + SFRP1 (0.01 nM) tuvo un efecto negativo sobre la
actividad transcripcional del AR y la expresion de ERG; la pregunta fue si dicho
tratamiento también afectaria la viabilidad celular. Al realizar este tratamiento, se
observd que SFRP1 + DHT (0.01 nM) disminuye la viabilidad celular en LNCaP
(Figura 34), lo que demuestra el papel de los andrégenos en el efecto que ejerce
esta proteina. Cabe mencionar que resulté dificil obtener resultados de viabilidad en
VCaP, debido a que el tratamiento con MTT afect6 la adherencia de los cristales de
formazan en dicha reaccidén. Sin embargo, mas adelante se demuestra que el

tratamiento SFRP1 + DHT induce apoptosis en estas células.

Las células normales de estroma prostatico sobre-expresan la proteina SFRP1,
dicha proteina es excretada al espacio extracelular donde ejerce un efecto de
modulacién autocrina y paracrina (Joesting et al., 2005). Para demostrar aun mas

que el efecto observado previamente sobre la viabilidad celular esta dado por la
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proteina SFRP1y la hormona DHT, se realiz6 un ensayo con medio condicionado
proveniente de las células de estroma prostatico PrSC. Se utilizaron diferentes
porcentajes de este medio; y a una concentracion del 25% (CM 25%) + DHT se
observo una disminucion significativa de la viabilidad celular en LNCaP (Figura 35).
Este resultado demuestra que SFRP1 ejerce un efecto negativo sobre la viabilidad
celular en CaP cuando esta presente la hormona DHT. Ademas, abre la posibilidad
de estudiar la participacion que tiene el estroma normal sobre la progresion del CaP

en células epiteliales tumorigenas.
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Figura 34. Viabilidad celular en LNCaP tratada con DHT + SFRP1. ANOVA, IC 95%, **p= 0.0011.

Comparaciones multiples con la prueba de Dunnett.
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Figura 35. Efecto de la proteina SFRP1 de las células PrSC sobre la viabilidad celularen LNCaP. 48 horas del
tratamiento con medio condicionado de las células PrSC. ANOVA, IC 95%, *p= 0.0463. Comparaciones

multiples con Dunnett. CM = conditionated médium, eninglés.
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Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que el efecto negativo que ejerce
SFRP1 sobre células de CaP esta regulado por concentraciones bajas de DHT.
Para demostrar que el AR de las células de CaP tiene un papel importante en la
accion de la proteina SFRP1, se realiz6 un ensayo de viabilidad celular en células
PC3 con los mismos tratamientos utilizados hasta ahora. Se utilizaron estas células
porque PC3 no expresa el AR a nivel de proteina (Figura 36a); se corroboré dicha
informacién con un ensayo que midié la expresion de AR (mMRNA) en estas células
(Alimirah et al., 2006). Con el tratamiento combinado SFRP1 + DHT se observa un
aumento en la expresién de dicho gen aunque no existen diferencias significativas

entre los tratamientos (Figura 36b).
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Figura 36. Viabilidad celular y expresién del AR en PC3. A) Viabilidad celular en PC3 a las 48 horas del
tratamiento y B) expresion del gen AR a las 24 horas del tratamiento. ANOVA, IC 95%.

Esta reportado que el tratamiento con DHT abate la expresion del AR en células de
CaP, en este trabajo se demostré el mismo comportamiento en LNCaP y VCaP
(Figura 29). Aunque no se observaron diferencias significativas sobre la viabilidad
celular en PC3, el AR disminuye su expresion con la hormona DHT, y se expresa
un poco mas con el tratamiento combinado SFRP1 + DHT.

Es importante garantizar que cualquier tratamiento farmacolégico es seguro y
especfifico, para determinar que el tratamiento combinado SFRP1 + DHT es
especfifico para células de CaP y que no afecta a células normales de prostata, se
realizd un ensayo de viabilidad celular sobre las células de epitelio prostatico
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RWPE-1. En la figura 37 se observa que no existen diferencias significativas entre
los tratamientos. Los tumores de CaP se forman con mayor frecuencia en el epitelio
prostatico, es aqui donde las células tumorales sufren una serie de
transformaciones que las llevan a obtener caracteristicas neoplasicas mas
agresivas (Taylor et al.,, 2012). Tanto en CaP como en otros tipos de cancer, se
busca que los tratamientos sean dirigidos y que no afecten células normales, por
esta razén es importante que la combinacion SFRP1 + DHT no afecte células
epiteliales (Denmeade e Isaacs, 2002). Otros enfoques que buscan una mayor
especificidad farmacolégica, han echado mano de estrategias moleculares
modernas que utilizan aptdmeros. Los aptameros son pequefias moleculas de
acidos nucleicos que enlazan especfificamente a proteinas de la membrana de
células cancerosas. Dichas moléculas pueden fusionarse con RNA’s de
interferencia para el silenciamiento especifico de genes de interés, ademas
presentan baja inmunogenicidad (Dassie etal., 2014).
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Figura 37. Viabilidad celular en células normales RWPE-1. Viabilidad celular en RWPE-1 a las 48 horas del
tratamiento. ANOVA, IC 95%.

El tratamiento SFRP1 + DHT induce apoptosis en VCaP

Se ha demostrado que el tratamiento combinado de la proteina SFRP1 con la
hormona DHT afecta la viabilidad de las células de CaP. Para conocer cual podria
ser el mecanismo involucrado en dicho efecto, se realizaron dos ensayos de
cartometria de flujo en las células LNCaP y VCaP. En primer lugar se realizd un
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ensayo de ciclo celular para determinar si el tratamiento combinado arresta el ciclo

en alguna de sus fases. Kaur et al., (2012) reportaron que SFRP1 puede arrestar el

ciclo celular en la fase G1, en el presente trabajo no se observaron diferencias entre

los tratamientos para ninguna de las dos lineas celulares (Figura 38 y ANEXO V).

Es posible que el tratamiento combinado SFRP1 + DHT si detenga el ciclo celular

en la fase G1, pero se necesita un control positivo con el que no se contaba en el

momento que se realiz6 el ensayo. Estudios posteriores utilizando dicho control

(nocodazol) permitiran determinar con exactitud si el tratamiento SFRP1 + DHT

detiene el ciclo celular en la fase Gi1en LNCaP y VCaP.
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Figura 38. SFRP1 + DHT arresta el ciclo celular en G1. Los
nucleos celulares fueron marcados con yoduro de propidio (Pl)
a las 48 horas del tratamiento. A) VCaP control, B) VCaP DHT
y, C) VCaP DHT + SFRP1.

Un trabajo realizado por Hirata et al., (2014) mostr6 que SFRP1 desregula la

expresion del miR-1260b,lo que provoca que comience a sobre-expresarse SFRP1;

dicha regulacién afectd el ciclo celular en LNCaP.
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Ala par del ensayo de ciclo celular, serealizb un ensayo con ANEXINA V/FITC para
determinar si la disminucidn en la viabilidad celular y la disminucién en la expresién
de ERG observada en LNCaP y VCaP respectivamente, estaba dada por algun
mecanismo relacionado con la apoptosis. En LNCaP no se encontraron diferencias
entre los tratamientos, sin embargo en la linea celular VCaP que alberga la fusion
TMPRSS2-ERG, se observd un aumento en la poblacién de células apoptéticas con
el tratamiento combinado SFRP1 + DHT (Figura 39). Gauger y Schneider reportaron
un resultado similar para SFRP1 en cancer de mama, en dicho trabajo se demostro
que la regulacion negativa de dicha proteina induce apoptosis en células

cancerigenas epiteliales, y que el efecto estd mediado por p53.
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Figura 39. SFRP1 + DHT induce apoptosis. A. Las células fueron marcadas con ANEXINA V/FITC e IP alas
48 horas del tratamiento. B. Porcentaje de células apoptdticas: CONTROL = 4,0%, DHT = 4,6% y, SFRP1 +
DHT = 9.1%.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se planted la hipétesis de que el gen de fusibn TMPRSS2-
ERG podria ser regulado indirectamente por el tratamiento con la proteina SFRP1
en células de CaP. Esto se fundamenté en los reportes previos que demostraron
qgue dicha proteina puede disminuir la actividad transcripcional del AR. Ya que el
gen de fusién responde a la actividad transcripcional del AR, se realizaron
tratamientos con SFRP1 para evaluar la expresion de dicho gen. Interesanteme nte,
se observd que solo el tratamiento combinado SFRP1 + DHT tiene un efecto
negativo sobre la expresién del gen de fusién TMPRSS2-ERGYy sobre la viabilidad
celular. Con estos resultados, surgio la pregunta de si dicho efecto de SFRP1 sobre
el AR estaba dado a nivel citoplasmatico o a nivel nuclear. Se realiz6 un ensayo de
inmunofluorescencia contra el AR para determinar su localizacién celular después
del tratamiento combinado SFRP1 + DHT y se observd que se encuentra en mayor
proporcidén en el nicleo tanto en LNCaP y VCaP. Esto quiere decir que el efecto de
SFRP1 observado sobre la actividad transcripcional del AR esta dado de manera

indirecta en el nicleo celular.

Por otro lado, se demostr6 que el tratamiento combinado SFRP1 + DHT no sélo
disminuye la expresion de ERG (mRNA), sino también la expresion de los genes de
la via WNT: WNT3A, FZD4y LEF-1. Esta reportado que ERG regula positivamente
la expresidn de genes de la via de sefalizacion WNT en CaP (Wu et al., 2013),
dichos genes promueven la progresién del CaP hacia un estado mas avanzado
donde se ven aumentadas las caracteristicas neoplasicas de proliferacidn, invasién
y metastasis (Gupta et al., 2010).

Se demostré que el tratamiento SFRP1 + DHT ejerce un efecto negativo sobre
genes relacionados con la progresion del CaP;y se evalué si dicho tratamiento
disminuye las caracteristicas neoplasicas de estas células. Se observd que este
tratamiento disminuye la viabilidad celular en las células LNCaP. Aunque el
mecanismo por el cual SFRP1 logra este efecto no esta claro todavia, es posible

que detenga el ciclo celular en la fase G1. En VCaP, se observé que SFRP1 + DHT

67



aumenta la poblacién de células apoptéticas, lo que refuerza la hipétesis de su
accion como proteina supresora de tumor en CaP;y en este caso en células que
albergan la fusion TMPRSS2-ERG.

Es importante mencionar que las células de los tumores de CaP contintan siendo
sensibles a la actividad androgénica aun después de la recurrencia. Se sabe que
las terapias que utilizan farmacos antagonistas de la via del AR no son efectivas al
paso del tiempo. El hecho de que SFRP1 presente actividad antineoplasica en
combinacién con la hormona DHT, abre la posibilidad de establecer un tratamiento
terapéutico que aproveche los niveles remanentes de andrégenos en el organismo

de los pacientes con cancer de préstata resistente a la castracién.
La comprension de los mecanismos moleculares involucrados en la asociaciénentre

la via de senalizacidn WNT y el gen de fusion TMPRSS2-ERG, permitira desarrollar
a futuro terapias farmacolégicas especfficas y eficaces para el tratamiento del CaP.
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ANEXOS

ANEXO I
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Figura suplementaria 1. Concentracion celularcon MTT. Se sembraron diferentes concentraciones de células
LNCaP por sextuplicado en placas de 96 pozos. A las 24 horas se midié la viabilidad celular con la técnica de
MTT. ANOVA, IC 95%. Comparaciones multiples con Tukey.

ANEXO/II.

Viabilidad celular LNCaP
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Figura suplementaria 2. Viabilidad celular en LNCaP con diferentes medios de cultivo. Se sembraron 1x10°
células LNCaP por sextuplicado en placas de 96 pozos. A las 24 horas se midi6 la viabilidad celular y se tomé
como eltiempode 0 horas. ANOVA, IC 95%. Comparaciones multiples por Sidak.
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ANEXO Il

Viabilidad celular LNCaP (2 horas con MTT)
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Figura suplementaria 3. Evaluaciénde la técnicade MTT en LNCaP. Se sembraron 1x10%células LNCaP por
sextuplicado en placas de 96 pozos. Alas 24 horas se midiola viabilidad celular con diferentes concentraciones
de MTT y DMSO. ANOVA, IC 95%.Comparaciones multiples por Sidak.

ANEXO IV.
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Figura suplementaria4. SFRP1 + DHT arresta el ciclo
celular en Gy en LNCaP. Los nucleos celulares fueron
marcados con ioduro de propidio a las 48 horas del
tratamiento. A) LNCaP control, B) LNCaP DHT y, C)
LNCaP DHT + SFRP1.
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