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RESUMEN

Dentro de los tumores sélidos, el cancer de préstata (PCa) es una de las
enfermedades oncoldgicas de mayor incidencia y la segunda causa de muerte por cancer
en hombres en el mundo. A pesar de que gran parte de los pacientes son tratados
exitosamente, una pequefa porcion desarrolla tumores agresivos, que actualmente no
tienen cura. Los microARNs son pequefias moléculas de 20 pb aproximadamente, que
cumplen funciones de regulacién génica y que se encuentran desregulados en todos los
tipos de cancer. Al igual que los cldsicos genes, se dividen funcionalmente en oncomiRs
y miRs supresores tumorales. Estas moléculas prometen una buena aproximacién para
el desarrollo de biomarcadores estables y especificos, ya que tienen tamafio pequefio,
estan presentes en los fluidos corporales, son muy estables y es posible correlacionar
con gran precision la presencia o ausencia de algunos de ellos con ciertas patologias.
Especificamente, es de gran utilidad contar con buenos biomarcadores en cédncer, que
sean capaces de discernir entre tipos diferentes de tumores, asi como también

correlacionar con su grado de avance.

Trabajos anteriores han mostrado la desregulacién de hsa-miR-886-3p en PCa, y
se ha propuesto su rol de supresor tumoral para esta patologia. En este trabajo se
postula a hsa-miR-886-3p como candidato en la regulacién de la migracién y de la
invasion celular, ambos procesos estrechamente relacionados con el desarrollo de

metastasis.

Para cumplir con este objetivo se realizaron ensayos de migracién de “wound
healing”, ensayos de invasidn celular con transwells cubiertos con matriz extracelular y
se analizaron bioinformaticamente datos de expresion génica global de la linea celular
LNCaP sobreexpresando el precursor nc886. Para todos los experimentos fue utilizada

la linea LNCaP transfectada de modo que exprese establemente a nc886.

Los resultados de este trabajo muestran que hsa-miR-886/nc886 no afecta a los
procesos de migracion bidimensional, pero si afecta notoriamente a los procesos de
invasion celular, mostrando un 77% de disminucion en la cantidad de células invasivas

en la linea celular que sobre-expresa a nc886 respecto a la linea control. Por otra parte,



se propone gque hsa-miR-886-3p podria afectar procesos celulares como el metabolismo

lipidico, asi como también de diferenciacién celular.

Como conclusién, en este trabajo se expone un primer acercamiento a la
elucidacion de los procesos celulares que controla hsa-miR-886-3p en cancer de

prostata, brindando apoyo a la hipétesis de la funcién supresor tumoral de este miR.



INTRODUCCION

CANCER

En las personas adultas, el crecimiento celular se encuentra muy regulado y
ocupa funciones de mantenimiento de la homeostasis del organismo. Muchos tejidos
necesitan un recambio constante, como por ejemplo los epitelios de mucosas, donde las
células se dafian o mueren rapidamente. Existen alli un conjunto de células
especializadas con capacidades replicativas que se encargan de reestablecer la
integridad del tejido. Cuando este sistema de reposiciéon se descontrola, las células
danadas que deberian morir sobreviven, poniendo en compromiso la funcién normal del
tejido y por lo tanto del organismo. Como consecuencia, estas células adquieren una
sucesion de capacidades y caracteristicas que permiten formar masas celulares

tumorales, que luego se malignizan. ?

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se define Cancer como
et - .
término genérico para un gran grupo de enfermedades que pueden afectar cualquier
parte del cuerpo. (...) creacidn rapida de células anormales que crecen mas alla de sus
limites habituales y que luego pueden invadir partes adyacentes del cuerpo vy
diseminarse a otros drganos” 2. En general causa la muerte del paciente si no recibe

tratamiento adecuado y se trata de la segunda causa de muerte a nivel mundial.

El término carcinogénesis hace referencia al proceso por el cual una célula
normal pasa a adquirir caracteristicas tumorales. Las causas que conducen a contraer
cancer son diferentes, variadas y multifactoriales. Es dificil determinar el origen de su
progresioén, pero gracias a estudios poblacionales de correlacidén de diferentes factores
con tipos de céncer especificos, se manejan varias causas que pueden favorecer su
avance. La frecuencia de cada tipo de cdncer varia segun el sexo, etnia y regién

geogréfica. 3

Se ha descrito al cdncer como una enfermedad genética, donde se exponen
genes responsables en diferentes procesos celulares y con funciones diversas. A
diferencia de otras enfermedades genéticas, no se responsabiliza la mutacién de un gen
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en particular como el causante, sino que es necesario el conjunto de un grupo de genes

desregulados para el inicio de la carcinogénesis #°.

La clasificaciéon clasica de estos genes consta de oncogenes y supresores
tumorales. En esta division, los oncogenes presentan mutaciones que los activan por
encima de los niveles normales, o donde un gen adquiere nuevas funciones que
contribuyen de forma que permiten el avance de la carcinogénesis. Los oncogenes
pueden surgir de diversas maneras, entre ellas por la amplificacién de su expresidn, por
la mutacién en sitios clave de su ORF o translocaciones cromosdmicas. Por otra parte,
los genes supresores de tumor cumplen una funcién opuesta en el organismo, se
encuentran inactivados en los tumores dado que su expresidon es contraproducente al
desarrollo del cancer. Existen diferentes formas de bloquear la accién de los genes
supresores de tumor, entre ellas se encuentran mutaciones puntuales que reducen su
actividad o que producen una proteina truncada, silenciamiento epigenético e

inserciones o deleciones de tamafios variables 4>,

Autosuficiencia en sefiales Insensibilidad a sefiales
de crecimiento anti-crecimiento

Desregulacién del

metabolismo celular Evasién del sistema inmune

Capacidad de

Evasion de la apoptosis S
Pop division ilimitada

Inmortalidad

Inflamacién promotora

Inestabilidad gendmica
del tumor

y mutaciones

Induccién de la Activacion de la
angiogénesis invasion y metdstasis

Figura 1. Sellos distintivos del cancer. Esquema que resume las diferentes capacidades o alteraciones

que debe experimentar una célula normal en el proceso de carcinogénesis. Modificado de Hanahan y
Weinberg 2011 1.



Durante el proceso de desarrollo del tumor se producen determinadas
alteraciones fenotipicas que han sido descritas como “sellos distintivos” del cancer
(Fig.1). La descripcidn de estas caracteristicas proporciona un marco fundamental para
el entendimiento y el constante estudio de este abanico de neoplasias *. Estas firmas
estan siendo continuamente revisadas y ampliadas, en particular integrando la

relevancia del medio ambiente tumoral en el desarrollo del cancer 7-8.

A pesar de los avances en el conocimiento de los cambios molecularesy celulares
involucrados en el inicio y progresidon del cancer, se ha reportado la disminucién
solamente del 25% de la muerte a causa de cancer en los Estados Unidos. Segun la IARC
(International Agency for Research on Cancer) en 2012 hubo 14,1 millones de nuevos
casos y 8,2 millones de muertes, y el 90% de estas muertes pueden ser atribuidas a
enfermedades metastdsicas que, por su heterogeneidad y complejidad, dificilmente
responden a terapias convencionales como cirugia, radiacion y quimioterapia °. Segun
el instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos, se estima que en 2018 se
diagnosticaran 1.735.350 nuevos casos en el pais, y que 609.640 personas morirdn a
causa de este. Otros datos sugieren que el 38,4% de personas es diagnosticada de cancer

en algiin momento de su vida °.

CANCER DE PROSTATA

ETIOLOGIA

Dentro de los tumores sélidos, el cancer de préstata (PCa) es una de las
enfermedades oncoldgicas de mayor incidencia y representa el 6,7% de muertes por
cancer en hombres en el mundo (Fig.2). Aproximadamente 1,4 millones de hombres
fueron diagnosticados con cancer de prdéstata en 2013 a nivel mundial, y es la causa
principal de muerte por cancer en hombres en 24 paises 1. Especificamente en Uruguay,
el PCa constituye el primer cancer con mayor incidencia y la segunda causa de muerte
por cancer en hombres, habiendo sido estimado un promedio de 7.223 casos entre 2010
y 2014, segln datos del Registro Nacional de Cancer de la Comisién Honoraria de Lucha
contra el Cancer. Datos mds recientes del mismo registro indican que entre el periodo
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2004-2016 existe una tendencia leve pero significativa del descenso de la mortalidad en
Uruguay, la cual podria deberse a la introduccién del cribado por PSA, como se ha visto

en otros paises.

Incidencia

Mortalidad

No especificado

26,9% No especificado

13,5% Prostata 22,1%

Ve 10,2% Higado
7,2%

9,5%

©NHL Estémago
A

B Estémago

Vejiga Préstata

Recto

Figura 2. Cancer en el mundo. Incidencia y mortalidad de cancer en Hombres a nivel mundial. Modificado
de Ferlay, J. et al. Estimating the global cancer incidence and mortality in 2018: GLOBOCAN sources and
methods.?

La incidencia del cancer de prostata aumenta vertiginosamente con la edad,
siendo éste el mayor factor de riesgo. Los hombres con una edad promedio de 65 afios
que ademads cuentan con antecedentes familiares de cancer tanto prostaticos como de
mama se encuentran entre los mas vulnerables 3. El riesgo aumentado en pacientes con
antecedentes familiares estd influenciado por la edad de aparicion y numero de
familiares afectados. Se ha estimado que cerca del 15% de quienes reciben un
diagndstico de cdncer de préstata tienen un pariente de primer grado con esta

enfermedad 13.

Por otro lado, si consideramos las distintas etnias, los hombres de origen
afroamericano presentan mayor riesgo de desarrollar PCa y presentan sintomatologias
mas severas, con una tasa de mortalidad dos veces superior en comparacién con la de

hombres de origen caucdsico *. Se ha asociado esta diferencia a factores genéticos
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como también a factores socio-econémicos, asi como a la disponibilidad o acceso a
servicios de salud >8, La inflamacion crénica también es causa de PCay se da con mayor
frecuencia en individuos afroamericanos. Adicionalmente, se han asociado factores de
riesgo aspectos como la actividad sexual, la ingesta de grasa animal y de alcohol, el
tabaquismo, la obesidad, la ingesta de minerales como calcio, selenio, zinc, y vitaminas

DyEY.

DETECCION DEL PCA

Los métodos que se utilizan actualmente para la deteccion temprana del cancer
de préstata a se basan en el examen DRE (tacto rectal) y la identificaciéon de
biomarcadores especificos. Los biomarcadores comprenden moléculas bioldgicas que
indican la presencia o ausencia de un proceso patolédgico y que pueden ser detectadas
en fluidos corporales, como sangre y orina. Las caracteristicas ideales que debe
presentar un biomarcador comprenden una alta estabilidad, especificidad, sensibilidad
y practicidad, capacidad de cuantificacidn, extraccién poco invasiva y que exista una
asociacién directa con el estado y progreso de la enfermedad, asi como también con la

respuesta a la terapéutica.

Actualmente, el antigeno especifico de prdstata (PSA) es el Unico biomarcador
gue se utiliza clinicamente en forma generalizada para la deteccidén del PCa. Se trata de
una serin-proteasa regulada por andrégenos, que es secretada por el epitelio prostatico
de las glandulas periuretrales. Sin embargo, este biomarcador presenta algunos
inconvenientes. El principal problema de la busqueda de PSA es su falta de especificidad;
el mismo puede verse incrementado en otros canceres, asi como también en hiperplasia
prostatica benigna (HPB) y la prostatitis 1. Adicionalmente, se ha visto que los niveles
de PSA pueden variar bajo ciertas condiciones: aumentan con la edad, por el uso de
drogas especificas, como hormonas masculinas, y por realizar ejercicio vigoroso o
mantener relaciones sexuales dias previos al examen 8. Por otra parte, disminuyen con
el uso de inhibidores de la 5-a reductasa, mezclas de hierbas, obesidad, aspirina,
estatina y diuréticos tiazidicos °. Consecuentemente, los falsos positivos son el principal
problema de este test; de hecho, se ha estimado que solo el 25-30% de los hombres con

altos niveles de PSA en sangre tienen efectivamente PCa. Esto conlleva frecuentemente

11



a un sobrediagndstico que conduce a intervenciones innecesarias, produciendo alta

morbilidad, ademds de costos de salud innecesarios °:2°.

La baja sensibilidad y especificidad del PSA, asi como la subjetividad del examen
rectal para detectar un aumento o irregularidad en la morfologia de la glandula
prostdtica, hacen necesario la identificacién de nuevos marcadores con el fin de predecir

la severidad de la enfermedad, reducir la morbilidad y evitar tratamientos innecesarios?!

(Fig.3).

Teniendo en cuenta la problematica presente, en los Ultimos aifos se han descrito
nuevos biomarcadores de PCa con el objetivo de mejorar los sistemas de deteccién
utilizados actualmente, particularmente enfocados en aumentar la especificidad de
diagndstico y diferenciar entre los canceres clinicamente agresivos de aquellos que son
indolentes (Fig.4) 2>22. Algunos de estos nuevos candidatos son derivados o isoformas
del PSA. El indice de Salud de la Préstata (en inglés, Prostate Health Index, PHI), es un
test sanguineo que toma en cuenta las concentraciones séricas de p2PSA, PSA total y
PSA libre. Numerosos estudios han demostrado que el test PHI es mas especifico para la
enfermedad clinicamente significativa en comparacién con la evaluaciéon de los
componentes individuales.?3?* El test 4K Score (panel de cuatro calicreinas) combina en
un algoritmo, el nivel de PSA total, PSA libre, PSA intacto y la calicreina humana 2 (hK2)
conjuntamente con la edad, hallazgos del DRE (nédulo o no nédulo) y la historia de
biopsia (si hay o no biopsia previa) 2°. Un puntaje mds alto indica una mayor probabilidad
de encontrar cancer de prostata de alto grado en la biopsia. Al igual que PHI, esta prueba
ha sido validada en grandes estudios de los EE.UU. y Europa, aunque aun no esta

aprobado por la FDA 2>26,

El antigeno de cancer de préstata 3 (en inglés, Prostate Cancer Antigen 3 o PCA3)
ha sido aprobado en 2012 por la FDA como una prueba de diagndstico del PCa en el
marco de una biopsia de prdstata negativa. Se trata de un ARN no codificante que se
encuentra elevado en mas del 90% de los hombres con PCa, no asi en la glandula
prostatica normal o en la hipertrofia prostatica benigna. Por lo tanto, se ha considerado
muy util en el momento de decidir realizar una re-biopsia y en el seguimiento de

pacientes que requieren una vigilancia activa 2/,
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EL TEST DE PSA'Y POR QUE SUS RESULTADOS
PUEDEN SER CONFUSOS

El test de PSA mide la cantidad de moléculas de
PSA en la sangre del paciente.
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Figura 3. Problemas de PSA. Representacion de la problematica que acarrea la deteccion de PCa
por PSA. Modificado de la plataforma de Cancer Reaserch UK, “Why a one-off PSA test for prostate cancer
is doing men more harm than good”, Marzo 2018.
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Una mejor comprension de las bases moleculares del proceso de carcinogénesis
del PCa ha producido un aumento en el nimero de potenciales herramientas de
diagndstico y prondstico de la enfermedad ?°. Por ejemplo, la pérdida total o
desregulaciéon del gen PTEN se asocia con un mayor grado de Gleason, riesgo de
progresién y la recurrencia después de la terapia. Ademas, se asocia con la enfermedad
avanzada, tanto localizada como metastasica, y la muerte. El test para la deteccién de
una delecién parcial o total del gen se realiza en hombres diagnosticados con PCa y
puede ayudar a determinar la tasa de progresién de la enfermedad, asi como también

para determinar la terapia apropiada 27:%°,

Biomarcadores para biopsia de prostata y estratificacion de riesgo

A\
0\\

/

Un solo umbral de PSA no puede El indice de salud de la prostata basado
excluir de manera confiable el cdncer = en PSA y la puntuacion de 4K pueden
de prostata. Los biomarcadores = aumentar la decision de iniciar una
pueden estratificar el riesgo biopsia o repetirla

La prueba de orina PCA3 y la prueba de
tejido ConfirmMDx pueden ayudar a
decidir las repeticiones de biopsia

UROLOGY A Loeb, S. Urol Pract. July 2017.

—Copynght £ 2017 American Urological Association Education and Research, Inc., Published by Elsevier

Figura 4. Nuevas opciones de diagndstico. Resumen sobre las nuevas tendencias en el diagndstico de
PCa. Modificado de Loeb, S. Biomarkers for Prostate Biopsy and Risk Stratification of Patients with Newly
Diagnosed Prostate Cancer. Urol. Pract. 4, 315-321 (2017) 2.

Debido a la naturaleza heterogénea del PCa, se hace dificil identificar un Unico
biomarcador adecuado. Por este motivo, la evidencia actual muestra una tendencia al
uso de paneles o series de marcadores (denominados en inglés: Multiplexing) para
caracterizar los fenotipos heterogéneos del PCa en la poblacidn. Los recientes avances
en las tecnologias de alta procesividad (en inglés: high-throughput technologies)
permiten la rdpida cuantificacidn y comparacién de la expresidon de diversas moléculas
en un gran numero de muestras. Esto impulso la creacién de varios paneles de genes
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gue ya estan disponibles en el mercado, entre ellos, Prolaris, Oncotype DX Genomic
Prostate Score y Decipher, que pueden ser utilizados para estimar evolucién de la
enfermedad, ademas de los pardmetros clinicos ?°. ConfirmMDx es un test que detecta
marcas epigenéticas caracteristicas del proceso de carcinogénesis, que pueden estar
presentes a pesar del fenotipo normal de las células. Se ha demostrado que ayuda a
distinguir entre aquellos pacientes que presentan una biopsia negativa real y aquellos
que podrian estar desarrollando la enfermedad 2. Adicionalmente, proporciona
informacidn util para evitar que aquellos hombres que realmente no presentan PCa no
se sometan a re-biopsias innecesarias. Estrategias futuras adicionales incluyen el uso de
la informacidn genética de las células tumorales circulantes en la sangre periférica para
el diagnéstico inicial, asi como también para la toma de decisiones en las etapas

posteriores. 2°

METASTASIS

GENERALIDADES

Comprender la forma en la que las células cancerosas son capaces de abandonar
el nicho del tumor primario, migrar por el cuerpo y residir en un dérgano totalmente
distinto al de su origen, es uno de los objetivos de mayor investigacidon en cancer. El
motivo: es la causante mayoritaria de la mortalidad por cancer debido a su resistencia a

las terapias actuales 3931,

El término “metastasis” proviene del griego Metaotaon y significa “mudarse de
lugar” o “transferencia”. Esta es una propiedad que no es compartida por todas las
células de un tumor, es decir, no todas tienen la capacidad para abandonar el tumor
primario y diseminarse. Muchas veces el término “maligno” es utilizado como sinédnimo
de neoplasia o tumorigénico, sin embargo, es necesario diferenciar la transformacion

neoplasica de la capacidad de producir metastasis.

Un proceso celular muy importante para que esto suceda, y altamente descrito es la
Transformacion Epitelio-Mesenquimal (EMT). Se trata del proceso por el cual las células
epiteliales pierden sus caracteristicas y adoptan un fenotipo mas mesenquimal e
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invasivo. La EMT se caracteriza por la pérdida de la polaridad apico-basal y de
adhesiones célula-célula, y la ganancia de una morfologia celular tipo huso que le
confiere una capacidad invasiva mayor para adentrarse en la matriz extracelular 3233
(Fig.5). Esto implica a nivel molecular la disminucién en la expresién de ciertas moléculas
como E-cadherina y citoqueratina, y la adquisicion de marcadores celulares
mesenquimales como vimentina. El proceso de EMT es importante en el desarrollo
embrionario, particularmente en la gastrulaciéon y la formacién de la cresta neural,
donde es fundamental que ciertos tipos celulares sean capaces de migrar a zonas
diferentes para una correcta organogénesis. En el adulto, la EMT cumple funciones en
la reparacion de heridas, formacién de la placenta, fibrosis de tejidos y en la formacién
de metastasis. Una vez que las células metastaticas han alcanzado el érgano blanco
deben someterse al proceso inverso, la Transformacion Mesenquimal-Epitelio (MET),

para poder colonizar un nuevo lugar y dar origen a un nuevo tumor 343>,

Pérdidadela Ganancia de
polaridad proteinas
Apico-Basal mesenquimales

—_—
-
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@ Componentes de |z membrana apical ‘ E - Cadherina == =%~ N - Cadherina Citoesqueleto de actina
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basolateral B - catenina u Integrinas Mesenquimales

. Uniones estrechas
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Figura 5. Transformacion Epitelio-Mesenquimal (EMT). Moléculas implicadas en ambas transiciones.
Modificado de “How Cancer Metastasis Works: EMT and MET” de everydaybiochemistry.wordpress.com3®

La forma mas comun e importante de la metastasis es la invasién y penetracién
de células malignas en venas o vasos linfaticos, con la siguiente diseminacion a érganos
distantes (Fig.6). Las arterias y arteriolas no son frecuentemente invadidas, ya que
ofrecen una resistencia mucho mayor por la presencia de multiples capas celulares. Este

no es el caso de vénulas o vasos linfaticos que estdn formados por paredes
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relativamente finas y que facilitan de alguna manera el proceso de invasidon e
intravasacién. Sin embargo, el hecho de invadir un vaso linfatico o sanguineo no
garantiza la metastasis, ya que hacen falta aun la supervivencia dentro del vaso, la

extravasacioén y el crecimiento en un nuevo sitio.

El desarrollo de metdstasis es altamente selectivo. Las células malignas que son
capaces de completar todo el proceso y que sobreviven las condiciones hostiles que se
le presentan, son solamente una pequefia porcidn de las células del tumor primario. Se
estima que la mayoria de las células malignas que completan la invasion nunca llegan a

finalizar todos los pasos, por lo que se trata de un proceso bastante ineficiente 7.
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Figura 6. Modelo del proceso metastatico. Modificado de Fidler, I. J. The pathogenesis of cancer
metastasis: The ‘seed and soil’ hypothesis revisited. Nat. Rev. Cancer 3, 453—-458 (2003) 38,
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La extravasacion tipicamente ocurre unas pocas horas luego de la adherencia a
la pared del vaso, se extienden protrusiones celulares y el nicleo se deforma para poder
pasar por las ranuras estrechas del mismo, lo que indica la presencia de un proceso
activo. En algunos tumores metastaticos las células pueden proliferar dentro de los
vasos, y de esta manera, aumentar la masa celular dentro del capilar podria romper el
endotelio, permitiendo el acceso de las células tumorales simplemente por movimientos

mecdnicos para invadir los tejidos adyacentes 3%,

La razon por la cual en un mismo tumor primario conviven células con
capacidades diferentes, es que en realidad los tumores son masas genéticamente
heterogéneas, donde las células que los conforman atraviesan un proceso selectivo de
desdiferenciacién y diferenciacion muy dindmico. No todas las células que sobreviven
en sitios secundarios tienen la capacidad de proliferar. Esto se debe a que no todas las
células tumorales tienen el mismo potencial replicativo. Existen algunas células
tumorales que tienen propiedades similares a las células madre, comunmente llamadas
Células Madre de Cancer (en inglés: “cancer stem cells” (CSCs)). Considerando este
modelo, solamente si una CSC alcanza el sitio secundario se producird la metastasis
macroscopica. Ademas, teniendo en cuenta la interaccién de esta CSC con el entorno
del sitio secundario, afectara en forma positiva o negativa para la formacién de
metastasis. Es decir, las CSCs son la fuerza que dirige la tumorigénesis, debido a la
capacidad de autorrenovacién y diferenciacién a distintos linajes por divisién simétrica
o asimétrica (Fig.7). En contraste, su descendencia, las células progenitoras y células
cancerosas diferenciadas, pierden su habilidad de autorrenovacion y proliferacion

ilimitada, y por tanto no poseen capacidad tumorigénica #4243,

Los estudios clinicos de pacientes con cédncer y los modelos murinos de cancer han
revelado que el proceso metastatico no se da al azar. Es sabido que ciertos tipos de
cancer hacen metdstasis en algunos drganos mientras que en otros no, expresando
determinados patrones caracteristicos. Estos patrones son independientes de Ia
anatomia vascular, el flujo sanguineo y del nimero de células tumorales que ingresan a
cada drgano. Datos experimentales de células B16 de melanoma sobre invasién y
crecimiento preferencial a algunos érganos apoyan la hipdtesis de Paget, de la “tierray

semilla” 26. Cuando las células de melanoma eran introducidas a la circulacion en ratones
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singénicos, los tumores crecian en los pulmones o en porciones de tejido pulmonar u
ovdrico que eran implantados intramuscularmente. En contraste, las lesiones
metastdticas no se desarrollaban en tejido renal implantado, o en el mismo sitio de
inyeccion. Esto indica que los sitios de metastasis estan determinados no solamente por
las caracteristicas neoplasicas de las células, sino que el microambiente generado por
los érganos que las hospedaran son un factor que influye fuertemente en este proceso3®.
Por ejemplo, las células de la vasculatura de cada érgano expresan diferentes receptores
en su superficie y factores de crecimiento que influyen en el fenotipo metastético 38.
Esta hipotesis da fundamentos para la creacion de nuevas drogas para tratar a pacientes

metastaticos, ya que “la tierra” donde se implanta la “semilla” es biolégicamente Unica
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Figura 7. Plasticidad de las Células Madre de Cancer (CSC). La jerarquia clasica de las células madre no se
respeta en este caso, sino que la diferenciacion es dindmica en todas las direcciones bajo circunstancias

de estrés o por la presencia de ciertas citoquinas. Estas caracteristicas permiten la adaptacion a nichos
diferentes al del tumor primario. Tas (Transit amplifying progenitors). Modificado de Oskarsson, T., Batlle,
E. & Massagué, J. Metastatic stem cells: Sources, niches, and vital pathways. (2014)%.
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MODELOS DE ESTUDIO DE METASTASIS IN VITRO

El estudio de la metastasis in vitro es un desafio importante teniendo en cuenta
todos los factores implicados dificiles de modelar, como el nicho del tumor primario, la
matriz extracelular, la presencia del sistema inmune, entre otros. Existen ensayos en dos
dimensiones (2D) y tres dimensiones (3D) con diferentes caracteristicas (Fig.8), que
presentan enfoques a diferentes etapas del proceso y son bien aceptados por la

comunidad cientifica como buenos predictores del comportamiento in vivo.

Direccidn de la migraciéon ——»

— S —-

Gel de coldgeno 3D Gel de colageno 3D Gel de fibrina 3D
Baja densidad Alta densidad o derivado de células

« Adhesiones con integrinas
Adhesiones con integrinas y vinculinas

Figura 8. Diferencias en la adherencia de modelos 2D y 3D. En superficies rigidas 2D y 3D las células se

adhieren firmemente al sustrato utilizando adhesiones tanto de integrinas como de vinculina. En matrices
3D mas laxas todavia se forman uniones con integrinas y vinculina, pero son menos y mas pequeiias, las
uniones de vinculina disminuyen considerablemente. Modificado de Jill S. Harunaga and Kenneth M.
Yamada, Cell-Matrix Adhesions in 3D, Matrix Biol. 2011 September *°.

Ensayo de adhesion tumor-matriz bidimensional

En este tipo de ensayos se busca evaluar la relacién de las células con la matriz
extracelular, es decir, si han comenzado el proceso de EMT. Se siembran células en una
placa previamente cubierta con proteinas de matriz extracelular, como por ejemplo

colageno. Los receptores que actian en la unidn célula-matriz son blogueados con
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anticuerpos o algun inhibidor especifico y la adhesidn es cuantificada por conteo celular
utilizando métodos colorimétricos o fluorimétricos #°. El punto clave en este ensayo es
la eleccién de la composicidn de la matriz, ya que debe ser representativa del paso de
metastasis que se evalla (si se trata de EMT o de MET) y del tipo tumoral que se trabaja.
Otras variables importantes son la duracién del ensayo y la cantidad de suero con la que

se incuban las células.

Ensayos de Migracion Celular Bidimensional “Herida-Cicatrizacion”

Es importante evaluar la migracion celular porque la capacidad de desplazarse es
necesaria para practicamente todo el proceso. Las células pueden migrar siguiendo
diferentes atractores quimicos o sustratos adherentes, o simplemente de forma
azarosa. En el caso del ensayo de herida-cicatrizacién (en inglés: wound healing) se
realiza una “herida” en un cultivo celular en monocapa confluente. Este ensayo no es
adecuado para evaluar la quimio-atraccion o en el caso de células no adherentes #’. Para
disminuir la replicacion celular mientras se evallua el tiempo que tardan las células en
llenar los espacios de la herida, suele utilizarse medio sin suplementacién de suero “8.

Este ensayo es explicado en detalle en la seccion de Materiales y Métodos.

Ensayo de cerrado de zona de exclusion celular o cerrado de hueco.

Se trata de un ensayo bidimensional que evallda la migracion de forma similar al
ensayo de herida-cicatrizacidn. Las células se siembran en placas con barreras fisicas
adheridas al pocillo o soporte donde son sembradas, que son retiradas cuando la
monocapa alcanza la confluencia. De esta manera, se obtiene una zona libre de células
gue sera evaluada de manera similar al ensayo de migracién anterior, con la ventaja de
ser mas reproducible y de reducir los restos celulares producidos por la herida. Es
importante usar una barrera fisica que no daie la superficie adherente del pocillo o

soporte que se estd utilizando. Son frecuentes los stoppers de silicona 2.

Ensayo de “Transwell”

En este tipo de ensayo se utilizan cadmaras transwell donde son sembradas las
células, y se monitorea la migracién de las células que son capaces de atravesar sus
poros atraidas por un quimio-atrayente ubicado en la cdmara baja. Esta aproximacién

posee la ventaja de que permite medir la migracién de células no adherentes. La
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cuantificacion se realiza por conteo utilizando generalmente métodos colorimétricos o

fluorimétricos.

Cultivo y Adherencia en matrices 3D

Es sabido que el cultivo en matrices 3D ofrece multiples ventajas frente a los
cultivos en monocapa, ya que permite la formacién de un microambiente mas
semejante a las condiciones fisioldgicas in vivo. Esta aproximacion da lugar al estudio de
interacciones que no ocurren cuando las células estan adheridas a una monocapa
horizontal. Este tipo de ensayo es el mds adecuado a la hora de evaluar la accion de
alguna droga anti-tumoral, al tener en cuenta la topografia de un tumor sélido “°.
Algunas de las maneras posibles de generar estos agregados celulares o esferoides, se
realizan mediante la utilizacién de técnicas como: gota colgante *°, liquid overlay >* o

esferoides crecidos en esferas microcarriers °2.

A pesar de las numerosas ventajas con las que cuentan estas metodologias,
presentan algunas desventajas a la hora de tomar imagenes y en la caracterizacién de
complejos de adhesion. Conjuntamente, estos complejos de adhesiéon dependen de la
composicién de la matriz, asi como también la solidez del tumor y su morfologia %°. Otro
aspecto para tener en cuenta es la variacién de la concentracion de factores de
crecimiento u otros componentes menos caracterizados entre diferentes lotes, que
puedan influenciar la respuesta tumoral. Esto puede afectar a la reproducibilidad de los
ensayos y conducir a errores en la interpretacidon de los resultados, por la falta de
comprensién de la forma en la que ciertas interacciones bioquimicas producen cambios

dindmicos en los tumores >3°453,

Ensayo de invasion In Vitro con Matriz Extracelular

Este ensayo se encuentra explicado en detalle en la seccién de Materiales y
Métodos, es una alternativa rdpida, simple, cuantitativa, reproducible y de
relativamente bajo costo comparado con los modelos animales. Ademas, suele mostrar
una correlacion positiva del potencial metastatico con los resultados de modelos
animales. El mismo evalla el proceso de la degradacién de matriz extracelular
dependiente de metaloproteasas (MMPs) que deben liberar las células malignas en

orden de realizar una invasion exitosa.
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Ensayo in vitro de Adhesion Tumor-Endotelio

Esta aproximacion evalua la capacidad de unidn de células tumorales a células
endoteliales. En los procesos de intravasaciéon y extravasacion es fundamental la
interaccion de las células tumorales con los vasos sanguineos para facilitar la
colonizacidn de sitios secundarios. Estas interacciones dependen de receptores en la
membrana de las células endoteliales y de receptores para la membrana basal
(integrinas y las selectinas) °%°7. Se desarrollaron técnicas de cultivo de células de
endotelio que son activadas con citoquinas como TNF-a, a las que luego se agregan las
células tumorales marcadas fluorescentemente y se evalla la adhesion de las mismas al

endotelio luego de 10-30 minutos.

Una de las desventajas de este ensayo es que no representa el estado in vivo de
un vaso sanguineo que contiene flujo en movimiento y que por lo tanto ofrece fuerzas
de resistencia en contra de la adhesion. Otro aspecto a tener en cuenta es la variedad
de receptores de membrana que expresan los endotelios en funcién del érgano en el
gue se encuentran, asi como también el tipo tumoral. Esto va de la mano con la hipétesis
de “tierra y semilla”. Este ensayo ha pasado al siguiente nivel en algunos modelos 3D,

donde se induce a las células endoteliales a formar vasos en cultivos de Matrigel 2.

MODELOS DE ESTUDIO DE METASTASIS IN VIVO

Si bien la gran mayoria de estudios de metdastasis se ha realizado in vitro tanto
en modelos bi como tridimensionales, estos métodos tienen algunas limitaciones a la
hora de predecir lo que ocurrira in vivo, y solamente permiten el estudio de un paso
especifico de la metastasis. Ademas, es dificil replicar condiciones como la respuesta del
sistema inmunolégico. Por estas razones, también se utilizan modelos animales para el
estudio completo del proceso de metastasis y validacién de los resultados observados

€n ensayos in vitro.
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Modelos de Metdstasis Inducida Quimicamente.

En este tipo de modelos se induce la produccion de metastasis como

consecuencia del uso de diferentes agentes tumorigénicos.

Es uno de los modelos mas conocidos para modelar el Carcinoma de Células
Escamosas (SCC) y metastasis en ratones. La iniciacién de la tumorigénesis se logra por
la administracidon del compuesto aromatico DMBA (7,12-dimethylbenz[a]anthracene) a
la piel dorsal con dosis sub-carcinogénicas. Una semana después de este tratamiento se
aplica dos veces por semana el éster TPA (12-Otetradecanoylphorbol-13-acetate), que

comienza a promover el crecimiento tumoral °°,

La hidrélisis de DMBA produce la unién de este al ADN incrementando el riesgo
a mutaciones en las células basales de la epidermis y en los foliculos pilares. Luego las
multiples aplicaciones de TPA promueven el crecimiento desregulando varias vias de
sefializacion que influyen en la proliferacion, diferenciacién e inflamacién. La mayor
ventaja de este método es que imita de forma muy similar a la patologia en humanos,
que frecuentemente genera metastasis en nodos linfaticos y pulmones . A pesar de
esto, hay algunas diferencias con humanos, por ejemplo, que el uso de los quimicos para

el desarrollo de la enfermedad quiza no refleje la patologia humana *°.

El Carcinoma Hepatocelular de humanos cominmente hace metdstasis en
pulmones, nodos linfaticos, glandulas adrenales y huesos. Para modelar esta
enfermedad, se administra a ratas F344 una dosis de dietilnitrosamina (DEN) que inicia
la carcinogénesis en el higado. Luego, se administra oralmente N-nitrosomorfolino
(NMOR) durante 14 a 24 semanas. Los animales bajo este tratamiento muestran
lesiones metastéticas en pulmones a las 24 semanas °!. Es un muy buen modelo de la
enfermedad en humanos y por tanto, ofrece una herramienta muy util para estudiar la

eficacia de terapias anti-metastaticas in vivo.

Implica lainoculacién de células o tejido humano (xenoinjerto) o ratén (singénico

o aloinjerto) que puede eventualmente metastatizar en un huésped murino. El modelo
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de trasplante espontaneo de metdstasis es Util para analizar etapas tempranas. Sin
embargo, estos modelos experimentales de trasplante no poseen la etapa de formacion
del tumor primario y los primeros pasos de la metastasis. La eleccion de un modelo

singénico o xenogénico depende en la pregunta que se quiere contestar.

Para prevenir el rechazo de las células humanas en modelos xenogénicos se suele
deprimir el sistema inmune del huésped. El reclutamiento y la activacién del sistema
inmune innato pueden afectar varios procesos requeridos para la formacién de
metastasis, incluyendo la formacién de angiogénesis y supervivencia del tumor. Esta
representa la mayor limitacidn de este tipo de modelos, dado que no se estd modelando
el efecto del sistema inmune. Los ratones inmunocomprometidos mas utilizados son los
nude, NOD/SCID. Un mecanismo para modelar mejor la respuesta inmune humana es
administrar al ratén medula ésea o sangre humana, lo que mejora el valor de los

resultados obtenidos para predecir lo observado en la clinica %293,

En el caso de los modelos singénicos se tiene a ventaja de que las células
tumorales y el huésped responden al mismo sistema inmune y comparten la misma
genética, lo que resulta ventajoso en la interaccién del microambiente tumor-estroma,

respuesta inmune y sefializacion endocrina 4.

La seleccidn apropiada entre un modelo espontaneo o experimental depende del
paso especifico de la metdstasis que se esta estudiando, el poder metastatico de las
células que se utilizan, y los oncogenes o supresores tumorales que se investiguen.
Combinar los resultados del uso de ambos modelos es util para la interpretacién de los

mecanismos moleculares de metastasis y de respuesta a drogas terapéuticas.

El sitio de implantacion en modelos experimentales puede influir
significativamente en la distribucidn y en el potencial metastasico y, en consecuencia,
su relevancia clinica ®°. Mientras que la inyeccion de células tumorales en la vena lateral
de la cola produce predominantemente metdastasis pulmonares®, la inyeccion
intracardiaca aumenta la frecuencia de metastasis hepaticas, ovaricas, de las glandulas
suprarrenales, dseas y cerebrales 6667 |3 inyeccidn intracarotidea da lugar a
metdstasis cerebrales 8. En consecuencia, la seleccidon de un sitio experimental de
trasplante para introducir células tumorales directamente en el torrente sanguineo

debe tener en cuenta el sitio metastasico comun que se estd investigando. Por ejemplo,

25



los canceres de prostata y de mama humanos cominmente hacen metastasis al hueso
y, por lo tanto, una inyeccidn intracardiaca seria apropiada para modelar

experimentalmente estos canceres 67/,

Trasplante de Tumores Primarios

Se ha demostrado que la implantacion de células y tejidos directamente de un
paciente en huéspedes inmunocomprometidos conserva mejor las caracteristicas
clinicopatoldgicas de la enfermedad humana, mas alla de las lineas celulares de cancer
establecidas, lo que mejora drasticamente la relevancia clinica y las predicciones

terapéuticas ’°.

Los modelos transgénicos permiten el andlisis de respuestas especificas a la
activacion oncogénica o la pérdida de supresores de tumores. Los GEMM brindan
informacién valiosa sobre los mecanismos moleculares subyacentes a la cascada
metastdsica que no pueden modelarse facilmente en la singénica y sistemas

xenogénicos’?.

Las principales ventajas de los modelos transgénicos es que incluyen un
sistema inmune intacto, interacciones microambientales tumorales-estromales
especificas de la especie y todas las etapas de la progresidn metastasica. Sin embargo,
estos modelos pueden presentar varias limitaciones. La mutacién bialélica de genes
esenciales frecuentemente causa letalidad embrionaria o neonatal, la aparicion de
tumores concomitantes puede causar letalidad antes de que prevalezca la enfermedad
metastasica, y eventos oncogénicos genéticos y/o epigenéticos adicionales pueden ser
necesarios para iniciar el crecimiento tumoral y progresiéon. En general, los modelos
transgénicos knockout presentan un avance metastasico relativamente bajo,
predominantemente debido al rapido crecimiento de tumores primarios. En
consecuencia, estos modelos se emplean principalmente para estudiar el papel
funcional de oncogenes y los supresores de tumores durante la formacién y progresion

de tumores 2.
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MICROARNS

GENERALIDADES

Los microARNs (miRs) son pequeiias moléculas de ARN simple hebra de
aproximadamente 22 nucleétidos (nt) de longitud, codificados en el genoma de una
diversidad de organismos como plantas, animales, hongos y virus. Estas pequefas
moléculas de ARN simple hebra con capacidad reguladora de ARNs mensajeros (ARNm)
hicieron replantear el dogma central de la biologia y prometen el avance de la medicina
preventiva hacia nuevas fronteras 72. Los miRs tienen como funcién el silenciamiento
génico post-transcripcional, que logran al complementar parcialmente una corta seccion
de su secuencia, llamada semilla, a regiones reguladoras del 3" UTR del ARN mensajero
diana 73. Algunos estudios recientes muestran evidencias de que la regidn codificante e
incluso la 5" UTR del ARNm también puede ser reconocidas. En algunos casos no tan
cldsicos, se ha visto que los miRs pueden también activar la expresidn génica en lugar de
reprimirla. Especificamente, se ha demostrado que varios miRs se encuentran sobre-
expresados en el nlcleo, y que activan la transcripcién mediante su interaccién con la
regién promotora del gen blanco 7. Los mecanismos por los cuales estos pequefios
ARNSs son capaces de inhibir la expresidon génica son basicamente cuatro: degradacién
del ARN mensajero blanco, inhibicién de la elongacién de la traducciéon, terminacion

prematura de la traduccion e inhibicion del inicio de la traduccién 7>,

Avances en la caracterizacién de los miRs y de las técnicas para su analisis
funcional han elucidado sus funciones en varios procesos celulares, y también han
descrito patrones anormales de expresion en varias enfermedades, entre ellas el PCa.
Estudios realizados en la Ultima década han demostrado que los miRs tienen un rol
crucial en la mayoria de los procesos biolégicos, incluyendo el desarrollo embrionario,
diferenciacién, proliferacion, determinacion celular, transduccién de sefiales, desarrollo
de drganos, diferenciacién del linaje hematopoyético, apoptosis, interacciones virus-

huésped y tumorigénesis 7°.
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BIOGENESIS

El proceso de biogénesis de los miRs puede presentar variables dependiendo de
cada organismo, pero en general, conserva los pasos bdsicos para su expresion (Fig.9).

Se trata de un complejo proceso de multiples etapas que tiene su comienzo en el nucleo,
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atravesando varias modificaciones post-transcripcionales y finalizando su accion en el
citoplasma celular. Generalmente son transcriptos por la ARN polimerasa Il al igual que
los ARNm, donde se genera un miR primario (pri-miRNA) que se caracteriza por su
estructura secundaria en forma de horquilla. El pri-miRNA es reconocido por la ARNasa
nuclear Il Drosha, junto con su cofactor DGCR8 787°, Estas proteinas en asociacion con
otras mas son conocidas como el complejo Microprocesador, se encargan de catalizar la
escision del pri-miRNA en un precursor de miR (pre-miRNA) de aproximadamente 60-
100 nt 8, Este intermediario es exportado desde el nucleo al citoplasma via Exportina-
5, una vez en el citoplasma una segunda ARNasa Ill, Dicer en complejo con TRBP
(proteina de unién a ARN de doble cadena), generan dos escisiones que definen un
duplex de 2 miR maduros, que seran denominados como miR 3p o 5p en funcién del
extremo del pre-miRNA que les ha dado origen. En general, uno de estos dos miR
maduros es descartado dejando a su complementario como el biolégicamente
funcional, el cual se asociard al complejo RISC (complejo de silenciamiento inducido por

RNA) y serd el encargado de guiar el reconocimiento de su ARNm blanco 2.

MIRS EN CANCER

Al igual que los factores de transcripcion, los miRs regulan diversos procesos
celulares y se encargan de regular la mayoria de las vias conocidas #. La asociacion de
los miRs con cancer fue reportada por primera vez en 2002, cuando se identificd un
cluster de dos miRs: miR-15 y -16, en la regidon cromosdmica 13q14.3, una zona que se
encuentra frecuentemente deletada en la leucemia linfoide crénica (CLL) 8. A partir de
esta fecha ha sido reportado en una enorme cantidad de trabajos la presencia de miRs
con expresién desregulada en todo tipo de cancer, afectando la progresiéon de la
enfermedad 88, Por ende, también fueron clasificados bajo los nombres oncomiRs y
miR supresores tumorales, segln su expresion se encuentre incrementada o disminuida
en células tumorales y repriman la expresion de genes supresores de tumor u

oncogenes, respectivamente 82,
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Con la ola de la secuenciacién masiva ha progresado significativamente el
estudio de genes a gran escala y por ende se produjo la disminucién de los costos a la
hora de analizar muestras. Es posible realizar el perfil gendmico de un tumor y asociar
ciertos patrones de expresién de miRs a ciertos tipos especificos de cancer, de la misma
manera en la que se asocian ciertos genes codificantes de proteinas 2. De hecho, en los
ultimos afos se estd estudiando la forma de realizar test que permitan diferenciar entre
diferentes grados de progresién de un mismo tipo de tumor con expresién de miRs &’.
Otra nueva aplicacidn que se estd estudiando actualmente es la posibilidad de utilizar
miRs terapéuticos anticancerigenos. Aprovechando la capacidad que tiene un solo miR
de silenciar varios genes simultaneamente, se espera poder expandir las posibilidades
de tratamiento. Sin embargo, uno de los retos que impone este nuevo procedimiento
es alcanzar la correcta especificidad, eficiencia y seguridad in vivo 8. Recientemente, la
FDA (US Food and Drug Administration) aprobd la primera terapia basada en pequefios
ARNs no codificantes para tratar una enfermedad rara humana 2. Este hecho,
demuestra el potencial terapéutico de este tipo de pequeiios ARNs no codificantes y
abre la posibilidad de éxito de nuevas terapias basadas en otros pequefios ARNs no

codificantes.

MIRS BIOMARCADORES

Teniendo en cuenta los puntos mencionados hasta ahora, resulta de forma
instintiva pensar en el uso de miRs como biomarcadores. Cumplen con varias de las
condiciones enumeradas para un buen candidato a biomarcador, asi como se ha
reportado en varios trabajos las ventajas que ofrece el manejo de estas pequefiias
moléculas. Entre sus ventajas, se encuentra su estabilidad en sangre y orina, la
correlacién de ciertos miRs especificos de tejido, la poca invasividad al tratarse de
muestras de fluidos corporales #. Varios miRs se encuentran desregulados de manera
Unica en ciertos tipos de tumores comparados con su expresiéon en tejido normal. Por

tanto, estas moléculas tienen valor prondstico y diagndstico, y su presencia o ausencia
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pueden indicar el sitio de origen del tumor, etapa de progresién, y otros factores

fisiologicos relevantes °,

El desarrollo de métodos de cuantificacion muy sensibles para estas moléculas,
por ejemplo, gRT-PCR (PCR Cuantitativa en Tiempo Real) ha mejorado la sensibilidad de
deteccion de los miRs a solo algunos nanogramos de ARN. Esta cantidad puede ser
facilmente obtenida con una biopsia de aguja fina (FNAB), de hecho, se han reportado

medidas exitosas de miRs con esta metodologia °*.

A pesar de todos los avances y resultados alentadores sobre el uso de miRs
circulantes como futuros biomarcadores, todavia es necesario resolver algunos
inconvenientes. En primer lugar, la extracciéon de miRs extracelulares no es una tarea
sencilla, ya que se presentan en cantidades pequefas en fluidos extracelulares y no hay
protocolos consensuados sobre el proceso de extraccion y almacenamiento de
muestras. Por otra parte, la falta de normalizadores enddgenos fiables dificulta la
cuantificacién especifica de miRs circulantes. De momento, no existe un consenso en
cuanto a la metodologia a seguir, la obtencién y preparacién de las muestras y el método
de cuantificacién y normalizacion de los resultados. Por estos motivos, es necesaria la
estandarizacion de protocolos para el desarrollo de miRs circulantes como nuevos
biomarcadores. De momento, la alternativa mdas novedosa es la Droplet Digital™ PCR
(ddPCR), que realiza cuantificaciéon absoluta de miRs sin necesidad de genes

normalizadores ni curvas de calibracion de miR para cuantificar 99394,
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MIRS Y MOTILIDAD CELULAR

La motilidad celular es una de las condiciones necesarias para que una célula
comience el proceso de metastasis, y como la mayoria de los procesos celulares, esta
regulada por miRs. En la bibliografia se encuentran mejor descritos los oncomiRs
respecto a los miRs supresores tumorales, pero de todas formas ambos se hacen
presentes. Se conoce que la familia miR-200 promueve la identidad epitelial por tener
como genes blanco a ZEB1 y ZEB2, que reprimen la expresién de E-cadherina y otros
genes relacionados con la polaridad celular. La pérdida de expresién de miR-200c es
frecuentemente observada en células tumorales que han comenzado el proceso de
EMT. La restauracion de miR-200c en estas células conlleva a la reduccién de
caracteristicas de CSCs, reduccion en la migracién e invasiéon y una mayor sensibilidad a
taxanos. En este trabajo se identifican nuevos blancos de este miR como fibronectina 1
(FN1), moesina (MSN), receptor neurotrdéfico tirosin-quinasa tipo 2 (NTRK2 o TrkB),
receptor de leptina (LEPR) y GTPasa activada por Rho 19 (ARHGAP19). Estas proteinas
se encuentran normalmente expresadas en células mesenquimales o de origen neural.

Se mostré que miR-200c mantiene el fenotipo epitelial regulando todos estos genes
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ademas de los ya conocidos ZEB1/2, reprimiendo los programas celulares que

contribuyen a la motilidad celular °®,

En el cdncer de mama la expresion de miR-145 esta regulada negativamente en
comparacion con tejido normal. Se demostrd que la sobreexpresién de miR-145 en las
lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7, MDA-MB-468 y SK-BR-3, conduce a un descenso
en la expresién de la proteina de adhesion JAM-A y de las proteinas de unién actina
(ACTA1) y fascina (FASCN1). Por otra parte, los niveles de ARNm de podocalixina
(PODXL) y serpinas fueron reprimidos, y gamma-actina (ACTG1), transgelina (TAGLN) y
MYL9 incrementaron con la sobreexpresion de miR-145. Este patron de expresién
dependiente de miR-145 cambia drasticamente la disminucién de la motilidad de las
células cancerosas, segun lo revelado por videos time-lapse, ensayos de herida-
cicatrizacidn y ensayos de invasion con Matrigel. Ademas, se demostrd por microscopia
de inmunofluorescencia la reestructuracién del citoesqueleto de actina y cambios en la
morfologia celular por la sobreexpresion de miR-145, que se observa como una
distribucién de la actina mas cortical y como una reduccién de fibras de estrés asi como

también de la formacién de filopodios °”.

Siguiendo con los oncomiRs, se ha visto que miR-10b se expresa en gran medida
en células de cancer de mama metastasico y regula positivamente la migracién celular
y la invasién. La expresion de miR-10b es inducida por el factor de transcripcion Twist,
que se une directamente al promotor de mir-10b (MIRN10B). El miR-10b inducido por
Twist procede a inhibir la traduccion del ARNm que codifica HOXD10, dando como
resultado una expresion incrementada de un gen pro-metastasico bien caracterizado,
RHOC. Ademas, el nivel de expresion de miR-10b se correlaciona con la progresion
clinica de la enfermedad. Este es un claro ejemplo de cémo los miRs pueden afectar en

la progresién de la metastasis %.

En otro articulo, miR-9 ha sido reportado en cancer metastatico de cerebro y
mama como favorecedor de la metdstasis. En este trabajo se estudia su rol en cancer
colorrectal, y se encuentra que la expresion de miR-9 ectdpica favorece la motilidad de
una linea celular de cancer colorrectal, RKO, asi como también se observé un cambio en

su morfologia, mientras que la capacidad proliferativa permanecié intacta. Se encontré
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gue alfa-catenina estaba reprimida luego de la transfeccion con miR-9, indicando que

este podria ser uno de sus blancos %°.
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ANTECEDENTES

El genoma humano, asi como otros eucariotas, presenta ARNs no codificantes
qgue son funcionales y que pueden agruparse bajo dos grandes categorias: los “ARN
pequefios” que tienen un tamaifo <40 nt de longitud, donde se incluyen los miRs asi
como también los piwiARN y los snoARN; y los “ARN largos no codificantes” >200 nt de
longitud 1%, Dentro de esta ultima categoria encontramos a los ARNs de “bdveda”,
mejor conocidos por su nombre en inglés vault RNAs. Esta clase de ARNs tienen un largo
de 81-141 nt y son transcriptos por la ARN polimerasa lll. Dentro de la célula se asocian
a junto con proteinas también llamadas “de béveda” para dar lugar a la formacion de la
particula de béveda. Las funciones de este complejo relacionadas al cancer adn no son

delucidadas 101,

nc886, también conocido como vtRNA2-1 es un homdélogo divergente de los 3
componentes integrales que forman a la particula de boveda (vtRNA1-1-3). A pesar de
esto, su transcripcion no se encuentra co-regulada ni asociada a la formacion de esta
particulal®?1%3, Este ARN fue por mucho tiempo clasificado como precursor de
microARNSs (pre-miR-886), donde se encontraba anotado como “precursor de hsa-miR-
886-3p”, hasta que se reconocié su homologia de secuencia con los tres vtARN-1 103 y
en la actualizacién 16 de miRBase se lo excluyé de esta categoria. De este modo, se lo
reclasificd como vtARN2-1y se eliminaron sus miRs derivados de miRBase. Sin embargo,
vtRNA2-1/pre-miR-886, fue recientemente propuesto para integrar una nueva
categoria de ARNs no codificantes (referido como "nc886"), que actiia como un supresor

tumoral, inhibiendo la activacidn de PKR por interaccidn directa 104105106,

Se ha mostrado que nc886 funciona como supresor tumoral regulado de forma
epigenética en leucemia mieloide aguda, y que tratamientos de desmetilacién inhiben
la fosforilacién de PKR. Ademas, en este trabajo también se detectan microARNs
maduros derivados de nc886, que se procesaban a partir de pre-miR-886 por una via no
candnica, independiente de Drosha . Ademads, otros grupos han identificado los

microARNs derivados de pre-miR-886 en carcinoma de células pequefias de pulméni®®
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y de cancer de prdstata, presentando evidencia de su asociacién con la progresion de la

enfermedad 199,

Ademas, distintos trabajos en cdncer de mama, pulmadn, colon, vejiga, eséfago y
estdmago muestran que el promotor de nc886 es metilado diferencialmente en tejido
tumoral vs. normal 119111 De hecho, en el cancer de pulmén, leucemia mieloide crénica
y cancer gastrico su metilacidn diferencial se correlaciona con el prondstico del paciente
y la supervivencia 197198112 Aunque estos hallazgos apoyan el papel supresor tumoral
para nc886, una comunicacion reciente propuso su accion como oncogén en cancer de

tiroides 113,

Este afo se publicd un articulo de nuestro grupo, donde se investigd la posible
participacion de nc886 en la etiologia y el comportamiento del PCa 4. Se analizaron
muestras clinicas, que mostraron que nc886 esta presente en tejido normal de prdstata,
y que su abundancia disminuye en el tumor en comparacién con los niveles normales,
mostrando asi un patron de expresion génica de un gen supresor de tumores. También
se aprecia que el aumento de la metilacion del promotor de nc886 en tejido
transformado frente a no transformado, asi como también el uso de un agente
desmetilante en lineas celulares, indican que la regulacidon molecular de nc886 consiste
en la disminucion de la metilacion de su promotor. De hecho, el nivel de metilacién del
promotor nc886 se correlaciona con parametros clinicos de PCa (Gleason Score, clinica
Valor t y recaida bioquimica). Asimismo, la restitucién forzada de nc886 en las lineas
celulares DU145 y LNCaP produce una inhibicién de la invasion y proliferacion celular in
vitro y una reduccién del crecimiento del tumor DU145 in vivo. Estos resultados son

consistentes con un papel supresor de tumores sugiriendo una funcién antiproliferativa.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Demostrar mediante aproximaciones in vitro e in silico el rol antitumoral propuesto
para nc886 y hsa-miR-886-3p y buscar posibles genes de inhibicion directa

relacionados con el proceso de metastasis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar la accion de nc886 respecto a la migracion celular

» Evaluar la accion de nc886 respecto a la invasion celular

» Estudiar genes blanco predictivos de hsa-miR-886-3p y su funcidn en relacién a

la migracion e invasion celular.
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MATERIALES Y METDODOS

LINEAS CELULARES

Las lineas celulares de cancer de préstata seleccionadas para este trabajo son

dos variantes de la Linea Celular LNCaP, las cuales llamaremos nc886 y Control.

La linea celular LNCaP (nimero de catdlogo ATCC® CRL-1740™) corresponde a un
cancer de prdstata humano, derivada de un carcinoma metastatico del lado izquierdo,
ubicado en el nodo linfatico de la region supraclavicular. Estas células fueron extraidas
en 1977 de un hombre caucasico de 50 afios. Como caracteristicas generales, son
tumorigénicas en ratones inmunodeprimidos y presentan reactividad positiva tanto
para receptor de andrégenos como de estrégenos, respondiendo a la 5-alfa-
dihidrotestosterona que modula su crecimiento. Tienen una morfologia epitelial, no
producen una monocapa uniforme, y generalmente presentan un crecimiento lento en
grupos (clusters). Se adhieren suavemente al sustrato y acidifican el medio
rapidamente. El analisis citogenético evidencia la tetraploidia de esta linea, donde

mayoritariamente las células presentan 84, 86 y 87 cromosomas.

ATCC Number: CRL-1740
Designation:  LNCaP clone FGC

2 p / ) - ki e 8 \WAAN:
Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Figura 11. Microscopia éptica de células LNCaP a alta y baja confluencia. Extraida de ATCC (American

Type Culture Collection).
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Las lineas nc886 y Control fueron generadas en nuestro laboratorio por la Dra.
Duhagon de modo que sobre-expresan establemente al nc886, con el vector que se
muestra en la Figura 12. Este vector lentiviral obtenido de forma comercial en
GeneCopoeia (esqueleto pEZX, N° catdlogo HmiR0491-Mr02), estd disefiado para la

expresion de ARNs precursores de microARNS.

Los vectores de expresion basados en HIV son altamente eficientes en la
transduccion de genes en una gran variedad de células de mamifero,
independientemente de su estado replicativo. Una vez que las células son infectadas
con las particulas pseudovirales, el vector de expresidn se integra al genoma de las

células blanco y es expresado de manera estable.

El vector utilizado contiene como gen reportero a la proteina fluorescente roja
mCherry, que es Util para el monitoreo de la transduccion y el seguimiento de las células
en diferentes aproximaciones experimentales, ademds de poder utilizarse como

marcador cualitativo de la cantidad de expresién de dicho vector en cada célula (Fig.13).

Asimismo, este vector presenta un gen de resistencia al antibiético Puromicina,
gue permite realizar la seleccidn de especifica de las células transfectantes para generar
una linea que contenga al vector de forma estable. Se utiliza el promotor fuerte de

citomegalovirus (CMV) que hace posible una expresion estable del gen deseado.

La diferencia entre el vector Control y el nc886 es que el primero consiste en la
sustitucion de la secuencia objeto de estudio por una secuencia al azar (scramble), que
no se encuentra codificada en el genoma humano, pero que comparte el mismo

contenido de GCy forma una estructura secundaria similar.

De esta manera, se obtuvieron las dos lineas celulares derivadas de LNCaP, una
gue sobre-expresa de manera constitutiva el pre-miR en estudio (LNCaP nc886), y otra
linea que expresa un hairpin que oficina como control negativo (LNCaP control). La
expresion del gen reportero mCherry a partir del vector lentiviral permite el monitoreo
de los transfectantes por fluorescencia (Figura 13). Con este sistema de trabajo se
pueden atribuir los cambios en el comportamiento entre dichas lineas exclusivamente a

la presencia de nc886.
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Figura 12. Esquema de los vectores lentivirales para la sobreexpresion de nc886 y el ARN control.




Figura 13. Imagenes de las las lineas LNCaP transfectadas establemente. Izquierda: LNCaP Control con

Derecha: LNCaP nc886. Ambas lineas fueron seleccionadas con puromicina. Se observa la distribucién de

la proteina reportera mCherry en las células. Microscopia de epifluorescencia, aumento 20X.

Gen

nc886

hsa-miR-886-3p

Control

Secuencia

CACUCCUACCCGGGUCGGAGUUAGCUCAAGCGGUUACCUCCUCAUGCCGGACUUU
CUAUCUGUCCAUCUCUGUGCUGGGGUUCGAGACCCGCGGGUGCUUACUGACCCU
UUUAUGCAAUAA

CGCGGGUGCUUACUGACCCUU

GUCGAUAACGCAGAGACUCAACACCCUGUUUAUUGAUGCUGAUGAAUGACAGCUC
GUAAUUCAGUGACUGACUGGCCAGGUUCAUCUGCUGUAAUAACGCCCCGGACGCG
GGAGUGGCCGAGGCGUUAGCAGAGAAUAACAGGCUACCUGUCACUAAUGACAUG
GCAAACCAAAGUUGCCU

Tabla 1. Secuencia de los ARNs de trabajo
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CULTIVOS CELULARES

DESCOMPLEMENTACION DEL SUERO FETAL BOVINO

Con el objetivo de inactivar a los factores del complemento presentes en el suero
fetal bovino (FBS), se incubd durante 30 minutos a 56°C. Una vez pasado este tiempo se
enfrié en bano de hielo y se alicuoté en tubos falcon de 50 mL para almacenar en freezer

de -20°C hasta el momento de su uso.

MEDIO DE CULTIVO

Se utilizé el medio de cultivo comercial Rosswell Park Memorial Institute (RPMI
1640) de Capricorn (Cat No: RPMI-STA), que fue suplementado con 10% de FBS y 1% de
Penicilina-Estreptomicina (100U/mL y 100 uL/mL, respectivamente). A este se llamé
medio RPMI 1640 completo, se almacend a 4°C una vez preparado. Los stocks de FBS y
Penicilina-Estreptomicina se almacenaron a -20°C hasta el momento de preparacién del

medio completo.

DESCONGELADO DE CRIOVIALES
Las células se encontraban almacenadas en freezer a -140°C en crioviales de 1,4
mL con 5% DMSO y 20% FBS, con aproximadamente 1 millén de células que fueron

congeladas cuando se encontraban en fase exponencial de crecimiento.

Para proceder a descongelarlas se las llevd rapidamente del freezer a un bafio de
agua a 37°C, una vez descongeladas se les afiadié 8 mL de RPMI 1640 completo en un
tubo falcon de 15 mL y fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos a modo de diluir
y quitar el DMSO de las células. Luego se quitd el sobrenadante con una bomba de vacio
y se resuspendieron las células nuevamente en 2 mL de medio RPMI 1640 completo.
Bajo estas condiciones las suspensiones de células fueron trasvasadas a frascos de

cultivo estériles de 25 cm?3 con 5 mL de medio RPMI 1640 completo en total. Los frascos
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se almacenaron horizontalmente en incubadora a 37°C con 5% de CO; y 95% de

humedad.

MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS

Los cultivos fueron monitoreados de forma rutinaria bajo microscopio para
constatar una confluencia y morfologia adecuada de las células. El medio se cambié cada
2 o 3 dias dependiendo de la confluencia celular y el pH del mismo. EIl RPMI 1640 tiene
como marcador colorimétrico de pH al Rojo Fenol, que pasa de un color rojo-rosado pH

7,4 a uno naranja-amarillo a pH 6,5.

PROPAGACION

Cuando los cultivos alcanzaron el 80% de confluencia aproximadamente, se
realizaron sub-cultivos para mantenerlos en crecimiento. Con este fin, se aspird el medio
de cultivo con una bomba de vacio y se realizé un lavado con 3 mL de PBS a 37 °C para
un frasco de 25 cm?, para remover las trazas de suero que pudieran bajar el rendimiento
de la tripsina, y luego se aspird con la bomba de vacio. A continuacion, se agregé 0,6 mL
de tripsina 0,25 (w/v) y EDTA 0,53 mM vy se incubé 5 minutos a 37 °C. Una vez
transcurrido este tiempo se observaron las células bajo el microscopio para constatar su
desprendimiento y se procedid a agregar 2 mL de medio RPMI 1640 completo para
inactivar la tripsina. Luego se centrifugd la suspension para quitar toda la tripsina y se
resuspendié en 1mL de medio RPMI completo, tomando la alicuota deseada para su

subcultivo y se sembré en un nuevo frasco de 25 cm? con 5mL de RPMI 1640.

CONGELADO DE CELULAS

Con el fin de generar un stock de células para los proximos ensayos, se
congelaron células en fase exponencial de crecimiento luego del primer pasaje, cuando
el cultivo se encuentra en 80% de confluencia. Para ello, se disgregaron las células del

cultivo por tratamiento con tripsina de la misma manera que si se fuera a realizar un
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subcultivo, luego se tomé una alicuota que contenga de 1 a 2 millones de células y se
resuspendid en medio de congelamiento, de modo tal que cada criovial resulte con un
volumen final de 1,4 mL aproximadamente, conteniendo 20% de FBS, es decir un 10%
extra, y 5% de DMSO. El di-metil-sulféxido es utilizado como agente crioprotector. A
continuacion, los crioviales se colocan en un contenedor de congelamiento con alcohol
isopropilico, que permite la disminucidn gradual y controlada de la temperatura

(1°C/min) y se almacena en freezer a -80°C.

RECUENTO EN CAMARA DE NEUBAUER

La cdmara de Neubauer consiste en una cuadricula conformada por 9 cuadrados
grandes que contienen cada uno, un volumen de 0,1 pL. De esta manera permite realizar
el recuento de células. Para reducir el error del recuento se deben contar tantos
cuadrados como sean necesarios para acumular un minimo de 100 células. Finalmente
teniendo en cuenta las diluciones realizadas se obtiene el nimero de células por mL

presentes en la suspension.

CUANTIFICACION DE NC886 Y HSA-MIR-886-3P

EXTRACCION DE ARN

Se realizé la extraccion de ARN de cultivos celulares, de las lineas control y sobre-
expresante a partir de 1x10° células con el kit miRNAeasy (Qiagen, N° catdlogo 217004)
con el fin de cuantificar el nivel de sobreexpresién de la linea nc886, siguiendo las

recomendaciones del kit.

SINTESIS DE CDNA Y PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (QPCR)

Para hacer la retrotranscripcion de utilizé miScript Il RT Kit (Qiagen, N°catélogo
218161), que si bien extrae ARN total es utilizado para enriquecer las muestras en ARNs

pequefios. Esta opcion se logra cuando es usado el buffer HiFlex, que permite la
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adecuada sintesis a partir de miRNAs maduros, precursores de miRNAs, mRNAs y otros

RNAs no codificantes.

Se siguieron todas las instrucciones indicadas en el kit, y el producto se almacend
a -20°C por una semana hasta su cuantificacion por PCR cuantitativa en tiempo real

(gPCR).

Tanto el ADNc precursor nc886 como el de hsa-miR-886-3p fueron cuantificados
por qPCR. Se utilizé el mismo kit que para la retrotranscripcion, que utiliza un primer
universal y un primer especifico para cada una de las muestras. La cuantificacidn fue
realizada utilizando SYBR Green, utilizando el SensiFast SYBR Hi-Rox Kit (Bioline, N°
catdlogo BIO-92005). Como genes normalizadores se utilizaron U6 y snord-13, y se

hicieron triplicados de cada muestra y se utilizé agua como control negativo.

Las lecturas fueron obtenidas en el equipo StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Thermo Fisher) y el método de cuantificacidn fue obtenido por el calculo de delta delta

CtllS.

Gen Primers
nc886 5'CGGGTCGGAGTTAGCTCAAGCGG3' sentido

5'AAGGGTCAGTAAGCACCCGCG3' antisentido

hsa-miR-886-3p MS00010675, Qiagen
snord13 MS00014056, Qiagen
U6 MS00033740, Qiagen
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ENSAYO DE MIGRACION

Para evaluar la capacidad migratoria de ambas lineas celulares se realizaron ensayos de
wound healing. Esta técnica consiste en realizar una “herida” in vitro con una punta de
200 pl en un cultivo en monocapa confluente, tomando fotos de este a diferentes

intervalos de tiempo y comparandolas para cuantificar la migracion celular (Fig.14).

Una de las ventajas de este método es la similitud con la migracion que presentan
las células in vivo, donde pueden observarse los diferentes patrones de migracién, como
la unién intercelular de un grupo migrante moviéndose como ldmina con células lider o

el desplazamiento independiente de cada una de ellas.

Ademas, es un método simple y cuantificable de estudio para la migracidn celular in vitro

y solo utiliza reactivos estandares de laboratorios que trabajan con cultivos celulares.

En este caso, las capas presentaron una confluencia de 100% con una densidad
de 1.200.000 células/mL, y las fotografias fueron tomadas a las Ohs, 8 hs y 24 hs. Se
realizaron triplicados técnicos y triplicados biolégicos. Las imagenes fueron tomadas

con el microscopio digital ZOE a una magnificacién de 20 X.

o—d>

Figura 14. Esquema representativo de ensayo de migracion. A la izquierda, procedimiento para realizar

la herida. Se crece el cultivo hasta que alcanza una gran confluencia y con una punta descartable de
micropipeta (tip) se abre una herida que es tomada como tiempo de inicio del ensayo. A la derecha, se
espera ver al microscopio un espacio libre (herida) y células a ambos lados que migran para ocuparlo.
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La cuantificacion de la reduccion en la herida se realizé con el programa Fiji 11°

utilizando un plugin llamado MRI Wound Healing Tool, que permite el reconocimiento

de los bordes de la herida y calcula el drea de la misma.

La migracion de las células se expresé como la reduccion total en el area de la

herida a las 24 hs, tomando el tiempo 0 hs como referencia.

Tras la evaluacidén de varios parametros que influyen en este ensayo, se puso a punto el

ensayo con las siguientes condiciones:
Dia1l

Sembrado de placa de cultivo celular de 12 pocillos con una densidad de 300.000

células en 1 mL de medio RPMI completo.
Dia 2

Se realizan 2 heridas por pocillo con una punta “tip” para pipeta de 200 uL. Se
aspira el medio muy suavemente con pipeta P1000 y se reemplaza por medio RPMI sin

complementar. Se toman 3 fotos por cada herida y se guardan como “tiempo 0 horas”.

Transcurridas las 8 horas de realizada la herida se vuelven a tomar fotos de los mismos

lugares y se guardan como “tiempo 8 horas”.
Dia 3

Se toman fotos de los mismos lugares de t Ohs y t 8hs y se las guarda como “tiempo 24

horas”.
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ENSAYO DE INVASION

Para determinar la capacidad invasiva de las lineas LNCaP-Control y LNCaP-nc886
se realizaron ensayos clasicos de invasion. Estos consisten en cultivar células en una
placa con transwells de fondo poroso cubiertos con una capa proteica y sobre ella se
siembran células, se espera un intervalo de tiempo determinado y se cuantifica la
cantidad de células que lo atraviesan, producto de ser atraidas por un quimioatrayente

que sélo estd presente del lado de abajo del transwell (Fig.15).

Medio de la

camara superior 3
Células tumorales
A

g Y O SR e Membrana cubierta
con Geltrex

Medio de la
camara inferior

Figura 15. Esquema representativo de un ensayo de invasion. Las células sembradas (en violeta) en la

parte de arriba del transwell no contienen FBS (medio rosado), atraviesan la matriz proteica y pasan por
los poros de 8 um hacia el lado de abajo, que si contiene FBS (medio amarillo). Abajo, imagen esperada
de células invasivas fijadas y tefiidas.

Este ensayo se diferencia del de migracidn en la presencia de una capa proteica,
gue debe ser digerida por proteasas liberadas por células con capacidad invasiva, que
permitan a las mismas atravesar la membrana porosa de policarbonato del transwell. El
FBS que se encuentra del lado de abajo genera un gradiente que atrae a las células
invasivas ubicadas arriba. De esta manera obtenemos un modelo in vitro del proceso
gue sucede cuando un grupo de células pertenecientes a un tumor primario abandonan
este lugar para entrar a los vasos sanguineos e invadir otros tejidos, y asi formar nuevos

tumores.
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En este caso, fueron utilizados transwell de la marca Nunc con membrana de
policarbonato y poros de 8 uM (N° catdlogo 140629) cubiertos con una capa de matriz
extracelular (Geltrex, Life Technologies N° catdlogo A1413302) con una dilucién del 1/7s
y FBS con una dilucién del 10% en RPMI 1640. Transcurridas las 24 horas los transwell
fueron fijados con MetOH 100% por 15 minutos y tefiidos con hematoxilina/eosina. Se
realizaron triplicados biolégicos, cada uno con duplicados técnicos, se sacaron 5 fotos

por transwell que fueron cuantificadas con el programa Fiji.

Se puso a punto el ensayo al evaluar las condiciones de trabajo, de forma que se
favorezca la reproducibilidad del mismo. A continuacién, se detalla el protocolo

utilizado:

Primera parte: Preparacion de insertos transwell con Geltrex

Colocar tips y eppendorf que se utilizaran para hacer la dilucién de Geltrex en Ia
heladera, el material debe estar frio para evitar la gelificacidn al pipetear o diluir. Colocar

en la placa los transwell que seran recubiertos con Geltrex.

Preparar la dilucidn del gel en medio RPMI sin suero ni ningun agregado en hielo.
En este caso dilucion 1/7s. Sembrar 100 pL de la dilucién del Geltrex a cada transwell, sin

generar burbujas.
Colocar la placa a 37°C durante 2 hs para permitir la gelificacion de Geltrex.

Segunda parte: Sembrado de células

Disgregar las células por tratamiento con tripsina como se detalla en Materiales
y Métodos. Resuspender las células en 5 mL de PBS y centrifugar a 450 g durante 5
minutos a temperatura ambiente a modo de lavado. Resuspender en 2 mL de medio

RPMI sin aditivos.

Realizar la dilucion correspondiente para obtener 20.000 células en 250 ul de

RPMI sin aditivos por transwell y sembrar las células lentamente.

En el pocillo colocar el quimioatrayente: 750 uL de RPMI + 10% FBS.

Sacar fotos de todos los pocillos en este tiempo (T = 0 hs).
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Tercera parte: Revelado

Transcurridas las 24 horas del ensayo se sacan fotos del fondo de la placa y de la
membrana porosa del transwell, asegurandose de que ninguna célula invasiva se haya

depositado en el fondo de la placa.

Pasar los insertos a una nueva placa de 24 wells y volcar el medio en un vaso de
descarte. Colocar 750 plL de metanol 100% (frio, colocado en el freezer algunos minutos

antes) e incubar durante 15 minutos.

Realizar dos lavados en PBS por inmersidon en vasos de bohemia conteniendo un

volumen apropiado (se utilizan dos vasos, uno para cada lavado).

Colocar en placa de 24 wells con hematoxilina arriba y abajo del transwell para

gue cubra (300 pl arriba y 300 ul abajo) e incubar 2 minutos.
Realizar un lavado por inmersién en un vaso de bohemia con agua de la canilla.

Colocar en placa de 24 wells con eosina arriba y abajo del transwell para que

cubra (300 ul arriba y 300 ul abajo) y se incuba 1 minuto.
Realizar un lavado por inmersién con H,O milli Q.

Dejar secar a temperatura ambiente y obtener imagenes de 5 campos diferentes

representativos del transwell.

ANALISIS DE MICROARREGLOS AFFYMETRIX

Los chips Affymetrix fueron utilizados para medir la expresion de mRNA de un
gran numero de genes simultdneamente, de la linea Control y nc886. Estos
experimentos fueron realizados por la Dra. Duhagon y en este trabajo se utilizaron sus
resultados para realizar aproximaciones bioinformaticas de expresion diferencial entre

ambas lineas.

La expresion diferencial se enuncié en términos de cambio relativo (FC) y se

analizé con diferentes programas online.
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En primer lugar, se realizaron analisis de vias y de ontologia con el programa
GenClip2.0 7. Este abordaje resulta Gtil para experimentos de alta procesividad; nos
brinda informacion sobre las redes moleculares que se estdn viendo afectadas en
determinadas circunstancias y permite observar listas de genes que se encuentran

relacionados a ciertas funciones, términos o patologias.

Para poder cumplir con todas estas funciones, GenClip2.0 se sustenta en una
variedad de bases de datos, asi como también es capaz de buscar términos libres en la
literatura. La entrada con la cual este programa trabaja es una lista de identidad (ID) de
genes, que se obtienen seleccionando un grupo de interés, resultado de la expresion
diferencial de los microarreglos. En este trabajo se seleccionaron diferentes grupos de

genes que fueron analizados por ontologia y vias.

También fue utilizado el programa miRmap 18, que es capaz de predecir lugares
de unién entre un UTR correspondiente a un mRNA y un miRNA. Para lograrlo, este
algoritmo se basa en caracteristicas termodinamicas, evolutivas, probabilisticas y de
secuencia. Con este programa online se obtuvieron los posibles blancos de hsa-miR-886-
3p, la cantidad de veces que se une a un mismo 3’UTR, asi como también la cercania al
coddn de terminacién del mensajero. En este programa se utilizé la opcidn de escribir la
secuencia del miRNA, ya que, como se explica en la seccién de antecedentes, no esta

ingresado en la base de datos.

119 en donde nuevamente la

Otro de los softwares utilizados fue VarElect de Genecards
entrada es una lista de ID de genes, pero también se le suma la opcidn de escribir
diferentes términos con los que se especula que la lista puede estar relacionada. La
salida es la misma lista de entrada, pero ordenada con un puntaje dado por VarElect,
gue muestra el nivel de relacidn que tienen dichos genes con los términos propuestos.
Los algoritmos utilizados en esta plataforma emplean asociaciones entre genes vy
enfermedades/fenotipos basados en vias compartidas, redes de interaccion, relaciones
de paralogia y publicaciones mutuas. Junto con el puntaje dado también se encuentran
las publicaciones en las cuales se basa el software para dar este resultado, que simplifica

en gran medida la busqueda bibliografica de trabajos donde se demuestre esta relacién.

VarElect se utilizé para buscar trabajos donde estuviera experimentalmente probado el
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cambio en la invasion de células de cancer de préstata cuando se disminuia la expresion

de genes blanco de hsa-miR-886-3p.

También se utilizé el programa Venny 2° donde se realizé un diagrama de Venn
gue permitié la formacion de un grupo de genes que mostraron un descenso en su
expresion en el microarreglo y que ademas presentaron sitios de unién para hsa-miR-

886-3p.

Finalmente se utilizd la plataforma The Cancer Genome Atlas (TCGA)'%,
utilizando especificamente los datos de PRAD (Adenocarcinoma de Prdstata) con el
objetivo de extraer datos clinicamente relevantes de la expresidén de diferentes genes
en PCa. Esta base de datos recolectd y caracterizé muestras tumorales de alta calidad y
muestras normales de mas de 11,000 pacientes. Los datos disponibles cuentan con
informacidn clinica sobre los participantes, metadatos sobre las muestras (por ejemplo,
el peso de una porcién de muestra), imagenes de histopatologia de la muestra e
informacién molecular derivada de las muestras (por ejemplo, expresién de

ARNmM/miARN, expresion de proteinas, nimero de copias, etc.)

ANALISIS ESTADISTICOS

Tanto en la cuantificacion de miRNA como en los ensayos de migracion e
invasion, se analizd la significancia estadistica de los datos obtenidos utilizando el test t

no pareado del paquete estadistico GraphPad Prism 6.01, con un p-valor < 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CUANTIFICACION DE NC886 Y HSA-MIR-886-3P

Con el fin de verificar la sobreexpresidon de nc886 y hsa-miR-886-3p en la linea
celular LNCaP-nc886 respecto a LNCaP-Control, se evaluaron los niveles de expresién de
nc886y hsa-miR-886-3p mediante RT-qPCRs utilizando primers especificos. Producto de
dicho analisis, se observd la sobreexpresion de nc886 y hsa-miR-886-3p en la linea
LNCaP-nc886 respecto a LNCaP-Control, mostrando un incremento de 691 veces para
hsa-miR-886-3p y de 230 veces para nc886. Se destaca la gran diferencia que existe
entre el cambio evidenciado para el precursor (nc886) y su producto final (hsa-miR-886-
3p). Esto puede deberse a que la linea LNCaP control posee una menor expresiéon basal
del microARN respecto al precursor (nc886), por lo que los cambios provocados al sobre-

expresar el precursor son mucho mas pronunciados para el microARN.
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Figura 16. Cuantificacién de nc886 y hsa-miR-886-3p mediante RT-qPCR. Expresion relativa de nc886 y

hsa-miR-886-3p en la linea celular LNCaP-nc886 respecto a la linea celular LNCaP-Control. Para la
cuantificacién por RT-qPCR de los ARNs no codificantes se utilizaron cebadores especificos, en todos los
casos se utilizd a RNAU6 y snord13 como ARNs enddgenos para normalizar la cantidad de ARN de las
reacciones.
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ENSAYO DE MIGRACION CELULAR - “WOUND
HEALING ASSAY”

PUESTA A PUNTO

Para este tipo de aproximacidn, donde existen multiples variables que pueden
afectar la reproducibilidad del ensayo, es necesario realizar diferentes pruebas con el fin
de determinar las condiciones ideales que minimizan la variabilidad entre réplicas, para

finalmente ejecutar los ensayos concluyentes.

Entre las variables evaluadas se destacan: linea celular, la confluencia celular al
momento de realizar la herida, el tiempo para la toma de fotografias, el ancho de la
herida, la realizacidn de la herida en seco, en medio de cultivo completo o en PBS 1X, el
porcentaje de FBS en el medio durante el ensayo, y la realizacion de lavados posteriores

a la formacion de la herida.

Un aspecto muy importante en este tipo de ensayo es evitar la contribucién de
la replicacion celular en el cerrado de la herida, lo que conduciria a interpretaciones
erradas en el comportamiento migratorio, ya que ambos fendémenos pueden contribuir
a cubrir el espacio libre la herida. Es sustancial que el medio de cultivo suministre la
menor cantidad posible de aditivos, de FBS o de otro tipo, para disminuir las sefales de
replicacion que puedan tener las células y asi mantener al minimo el efecto de la
proliferacion en el fenédmeno de cerrado de la herida durante el tiempo que requiera el
ensayo, que en este caso fueron 24 horas. Para disminuir el aporte de la proliferacién,

no se complementa con FBS el medio RPMI 1640.

Otro aspecto importante es la realizacién de un lavado de PBS 1X luego de
realizar la herida, para remover las células flotantes que pueden formarse con la
realizacion de la herida y remanentes de FBS. En este caso, se evaluaron los perjuicios y
beneficios que tiene este lavado, y se optd por no hacerlo. La linea celular LNCaP
presenta baja adhesion al sustrato, y muchas veces la monocapa se despegaba al realizar
este lavado. No se observd un cambio sustancial en la replicacién de las células durante
el tiempo del ensayo. Asimismo, no se analizaron imagenes en las que existieran

deposicidén de células en la herida producto de la adhesion de células flotantes.
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Adicionalmente, se valord la influencia del ancho inicial de la herida. Se observd
que, si se realiza una herida de ancho mayor a los 600 um, las células migraban menos
gue cuando se hacia una herida mas angosta, menor a los 400 um. Esto podria explicarse
producto de que los frentes de las células que se encuentran demasiado lejos no son
capaces de enviarse suficientes sefiales para una incentivar una migracion adecuada??.
Con el fin de estandarizar el ancho de las heridas a estudiar se optd por seleccionar

solamente las heridas con un ancho inicial intermedio, en el rango de los 400 y 550 um.

Por ultimo, se testearon diferentes medios al momento de realizar la herida. El
medio RPMI completo con el cual se sembré la monocapa, PBS 1X, RPMI sin
complementar y directamente en seco. Tanto en PBS 1X como en seco resultaron ser
tratamientos muy agresivos para las células, que provocaron que muchas de ellas se
desprendieran del sustrato. Entre los medios RPMI con o sin aditivos no se vio diferencia,
por lo tanto, se optd por realizar la herida con el medio complementado para evitar el

agregado de pasos de manipulacion al cultivo.

Luego de realizar multiples ensayos alterando las variables antes mencionadas

se seleccionaron las siguientes condiciones de trabajo:

Condicion evaluada Parametro seleccionado
Confluencia en t=0 hs 1.200.000 células en 1mL en placa de 12 pocillos
Ancho de la herida en t=0 hs Entre 450 y 550 um
Medio en el cual se realiza la herida RPMI sin complementar
Porcentaje de FBS del medio Sin FBS
Lavados luego de la herida No

Tabla 2. Parametros utilizados para los ensayos de migracion.

Las imagenes obtenidas al realizar este ensayo se ven como se muestra a continuacién

en la Figura 17.
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Control nc886

O hs

8 hs

24 hs

Figura 17. Imagenes representativas del ensayo de Herida-Cicatrizacidn con la linea celular LNCaP nc886
y LNCaP-Control. Pueden observarse imagenes sin procesar realizadas con un microscopio invertido en
contraste de fases en las diferentes horas del ensayo para las dos lineas celulares transfectadas en estudio
(LNCaP nc886 y LNCaP control). Magnificacion 20X.

Al finalizar el ensayo se procesaron todas las imagenes con el programa Fiji
utilizando el mddulo para andlisis de ensayos de herida cicatrizacién (plugin: Wound
Healing Tool). Este mddulo permite el reconocimiento de los bordes de la monocapa y

realiza el calculo del area carente de células. Con esta cuantificacion, se calculd el
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porcentaje de reduccion del drea de las lineas celulares nc886 y control en los diferentes

tiempos respecto al tiempo inicial 0 horas (Fig.18).

Control nc886

Figura 18. Imagenes representativas del ensayo de Herida-Cicatrizacién con la linea celular LNCaP-nc886

y LNCaP-control analizadas con el programa Fiji. Se observa marcado como una linea amarilla como son

reconocidos los bordes de la monocapa, encerrando un area que se denomina “1” a la que se le calcula el
tamafio de drea. Magnificacion20X.

Para evaluar el efecto de nc886 en la migracion celular, se calculé la reduccién

del drea de cada herida, utilizando como punto de partida la imagen de Tiempo O hs.
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Para cada sitio fotografiado se obtuvo un valor de reduccion del area; luego las réplicas
para cada tiempo y linea celular fueron promediadas y el valor final se expresa como el
promedio de porcentaje de drea libre con su respectivo error estandar a los diferentes

tiempos establecidos.

Ensayo de Migracién

1.0
Bl control
0.8 ncess
0.6 4
0.4 4
0.2 1
0.0+ T T T
0 hs

8 hs 24 hs

% Area libre de células

Tiempo

Figura 19. Evaluacion de la reduccion del drea libre de células en los ensayos de migracidn. Se observa

el valor promedio de porcentaje de area libre de células respecto al tiempo 0 horas para cada tiempo
establecido para las dos condiciones en estudio. En gris oscuro se muestra el porcentaje de area libre
células de la linea celular LNCaP control y en gris claro la correspondiente a la linea celular LNCaP nc886.
A tiempo 0 horas las dos barras representan el 100% del area libre células que va disminuyendo a medida
que las células migran.

Se puede ver en la Figura 19 que las dos lineas celulares LNCaP-nc886 y LNCaP-
Control no presentan diferencias en el area de cerrado de la herida en los tiempos
analizados. Sin embargo, se puede observar una pequefia tendencia en la linea control
a migrar un poco mas rapido, pero esta pequefia diferencia no es estadisticamente
significativa. En resumen, podemos concluir que la sobreexpresiéon de nc886/hsa-miR-
886-3p no parece afectar los procesos de migracion celular en la linea LNCaP en las
condiciones ensayadas. En busqueda de otras etapas de la metastasis en donde este
ARNnNc pueda estar haciendo efecto, se prosigue con el desarrollo de los ensayos de

invasion con Geltrex.
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ENSAYO DE INVASION

PUESTA A PUNTO

Al igual que en los ensayos de migracion, para llevar a cabo el estudio del
fenotipo invasivo de la linea nc886 también fue necesaria una puesta a punto previa de
los ensayos de invasidn en Geltrex. Este tipo de ensayo es muy reproducible si se realiza
correctamente, por lo que se procedidé a buscar las condiciones ideales con

experimentos preliminares antes de su ejecucion definitiva.

Anteriormente en nuestro laboratorio fueron realizados ensayos de invasion,
utilizando transwell comerciales ya cubiertos con Matrigel. En nuestro caso, partimos
de los transwell sin matriz y los recubrimos con Geltrex. Este factor es relevante ya que
estamos cubriendo los insertos manualmente, y es de suma importancia lograr una
distribucién homogénea de la matriz en el pocillo en cada transwell, con el fin de no
generar variabilidad entre diferentes pocillos. En este trabajo, luego de probar
diferentes condiciones, se llegd al protocolo detallado en la seccién de Materiales y

Métodos.

Para la cuantificacién de las células invasivas (aquellas que lograron atravesar la
matriz de Geltrex) en las imagenes tomadas con el microscopio se utilizé el médulo de
contador automadtico del programa Fiji. Para ello se puso a punto variando los
parametros para la correcta deteccidn de las células en las imagenes contrastandolas

con el conteo a mano.

Como se puede percibir al observar la Figura 20, los resultados muestran un
cambio drastico en la invasidn de la linea LNCaP-nc886. Puntualmente, se aprecia una
disminucion del 77% de células invasivas respecto a la linea LNCaP-Control, y este
fenotipo muestra ser independiente del nimero inicial de células sembradas en los

transwell (resultados no mostrados).

Teniendo en cuenta en conjunto los resultados de los ensayos de migracién e
invasion, podemos inferir que la sobreexpresién de nc886 afecta a procesos celulares
relacionados especificamente con la invasidn de la matriz, mientras que no observamos
cambios en la migracién celular en las condiciones analizadas. Estas caracteristicas
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Prom. de células invasivas

adquiridas, pueden deberse tanto a la accion directa del RNA no codificante nc886 y/o
ala de sus productos microARN 3p y/o 5p. Para abordar esta interrogante a continuacion
se presenta un breve analisis bioinformatico que busca contestar de alguna manera las

preguntas que surgen luego de ver este fenotipo.

B
Invasion Control nc886
2000 -
1500 -
1000 -
500 T
0-

Control nc886

Figura 20. Evaluacion de la capacidad invasiva en ensayo de transwell de linea celular LNCaP-Control y
LNCaP-nc886. A, Se observa el nimero de células que atravesaron la membrana y matriz Geltrex (células

invasivas) a las 24 horas de sembrados las células para cada condicidn evaluada. En gris oscuro se presenta
la linea celular control y en gris claro la linea celular nc886. Se grafica el promedio de células invasivas por
transwell con su respectivo desvio estandar. B, Imagenes representativas del fondo externo del transwell.
Pueden apreciarse las células invasivas que fueron capaces de atravesar el transwell. Tincidon con
hematoxilina-eosina. Microscopia dptica campo claro 20X.

ANALISIS IN SILICO DE LOS POSIBLES BLANCOS
MOLECULARES DE HSA-MIR-886-3P.

En esta seccidn se muestra el abordaje in silico realizado con el fin de encontrar
genes responsables del cambio en la invasidn expuesta por los ensayos anteriores. Para
ello utilizamos datos expresion de microarreglos de ARNm de la plataforma Affymetrix,
realizados previamente para la linea celular LNCaP-nc886 y Control. Primeramente,

buscamos aquellos genes candidatos a ser directamente reprimidos por hsa-miR-886-
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3p. Si bien es cierto que este tipo de aproximaciones permite el estudio solamente de
los procesos que se afectan a nivel de cantidad de ARNm y no de proteina funcional, ya
se ha demostrado que la represion mediada por microARNs conduce a una
desestabilizacion del ARN mensajero ademas de una represion traduccional 123, Este
abordaje permite un primer acercamiento a los procesos que podria estar afectando
este microARN, que luego deberan ser corroborados con ensayos especificos para cada
gen para demostrar la represidn directa del microARN sobre dicho gen. De este modo,
se trata de una buena aproximacion global para explorar las vias que pueden ser

afectadas por el microARN a la hora de evaluar su funcionalidad.

Partimos de la lista de expresiéon normalizada transformada a logaritmo en base
2 de los genes seleccionados por el microarreglo para la linea celular LNCaP-nc886 y
control. En esta lista se mostraban todos los genes evaluados por el chip en orden
descendente en cuanto a cambio de expresidn de la linea nc886 respecto de la linea
control. Con estos datos nos fue posible dividir la lista de partida en tres grandes zonas:
los genes que disminuyen con la sobreexpresion de nc886 (97), los genes que no se ven
afectados ante la modulacidn por este ARN, y aquellos genes que aumentan sus niveles
frente a su sobreexpresion (113). Estas tres zonas fueron definidas estableciendo
umbrales de acuerdo con el cambio relativo de log2 FC = 0,58 (cambio relativo lineal de
1,5) de expresion de los ARNm en una condicidn respecto a la otra. Este criterio de
seleccion nos parecid un buen comienzo parair en la bisqueda de genes candidatos que

puedan explicar la alteracién observada en la invasién celular.

Claramente de las tres subdivisiones realizadas, la mas interesante para este
trabajo es la de genes que bajan sus niveles frente a la sobreexpresion de nc886, ya que
contiene a los principales genes potencialmente reprimidos en la célula por ser blancos
directos de hsa-miR-886-3p, y que podrian ser responsables en la modulacién de Ila

invasion.

Para determinar si existe un enriquecimiento de los genes seleccionados en
términos de ontologia (GO), y de vias y procesos celulares se evalué dicha lista en el

programa GenClip2.0 ¥7. La lista de genes que disminuyen su expresion cuando se
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sobreexpresa nc886 consta de 97 genes y los resultados del analisis realizado en

GenClip2.0 muestran a continuacién en la Figura 21.
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Figura 21. Andlisis de GO y Vias y Procesos Celulares de los genes regulados negativamente en las lineas

LNCaP-nc886 en comparacion con LNCaP-control (97 genes).

Adicionalmente, se realizd el analisis anterior con la lista de genes que aumentan
cuando se sobre-expresa nc886, conformada por 113 genes, obteniéndose los siguientes

resultados, expuestos en la Figura 22.
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Figura 22. Analisis de GO y Vias y Procesos Celulares de los genes regulados positivamente de la linea

LNCaP-nc886 en comparacion con LNCaP-control (113 genes).

A partir de la observacion de los agrupamientos (Heat Maps) de términos
ontolégicos y de vias y procesos celulares presentados queremos resaltar el

enriguecimiento en procesos de biosintesis y metabolismo de lipidos, que puede
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apreciarse para el grupo de genes que disminuyen cuando aumenta nc886. De igual
modo, para el caso de los genes que aumentan junto con nc886 queremos resaltar los

procesos de sefializacién celular, diferenciacion celular y desarrollo.

Con el fin de apreciar una vision mas global de los procesos que se estan viendo
afectados en las células LNCaP ante la sobreexpresion de nc886, también se realizaron
analisis de términos ontoldgicos y vias y procesos celulares utilizando como lista de

entrada el conjunto total de genes expresados diferencialmente (97 +113=210) (Fig.23).

GO

cellular lipid metabolic process

lipid metabolic process

negative regulation of nulticellular organismal process
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Figura 23. Analisis de GO y Vias y Procesos Celulares de los genes diferencialmente expresados en las

lineas LNCaP-nc886 en comparacidon con LNCaP-control (220 genes).

Producto de este analisis global se puede observar que vuelven a aparecer
términos de los analisis anteriores, que en gran medida marcan un impacto respecto de

la modulacién de nc886 en procesos vinculados a la diferenciacion y desarrollo celular,
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asi como el metabolismo de lipidos. Si bien la asociacidon de estos términos nos resulta
muy interesante en la interpretaciéon del efecto global de la modulaciéon del ARNnc en la
biologia celular, para estudiar los posibles blancos de accién directa del microARN
proponemos un abordaje mds amplio. Para ello se amplia la lista de entrada a los 500
genes que presentan la mayor represién frente a la sobreexpresidon de nc886 y se analiza
procediendo de igual manera, estudiando términos ontoldgicos y vias y procesos
celulares. La razoén por la cual se decide agrandar esta lista es principalmente porque
entendemos que al analizar una entrada con tan solo 97 genes se pierde mucha
informacién de candidatos que podrian estar siendo reprimidos en un modo mas leve,
pero que pueden reflejar cambios importantes en procesos celulares. De todos modos,
corroboramos que estos 500 genes tengan un cambio en su expresion relativa que sea
adecuado para categorizarlos como “reprimidos”. Por tanto, en esta lista se incluyen

genes que presentan un cambio de al menos 30% en su expresion.

De este analisis se estudiaron los términos que muestran mayor significancia,

ilustrado en tonos de verde mas claros. Estos términos se muestran en la Tabla 3.

Término Q valor
Cellular developmental process 0,390
Lipid metabolic process 0,028
Cell projection 0,430
System development 0,393
Anatomical structure morphogenesis 0,667
Animal organ development 0,067
Single-organism biosynthetic process 0,436
Multicellular organism development 0,312
Cell differentiation 0,250

Tabla 3. Términos ontoldgicos asociados a los 500 genes mas reprimidos frente a la sobreexpresion de
nc886.
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El programa GenClip2.0 expresa la significancia de sus resultados en términos de
p valor y q valor. La significacion del q valor se trata de una mejor aproximacién
estadistica cuando se realizan varias pruebas. El q valor es un p valor que se ha ajustado
a la Tasa de descubrimiento falso (FDR), que es la proporcién de falsos positivos que se
espera obtener de una prueba. El p valor muestra la probabilidad de un falso positivo en
una sola prueba, pero si se estdn ejecutando varias pruebas a partir de muestras
pequeiias, que son comunes en los test gendmicos, es mejor utilizar la valoracién de la

estadistica de los valores q.

Luego, se analizé con mayor profundidad la Tabla 3 y se procedié a buscar en
ella genes candidatos blancos directos de hsa-miR-886-3p. Para este fin se utilizé una
lista de genes con sitio complementario a la semilla de hsa-miR-886-3p en el 3’UTR de
todos genes humanos, previamente elaborada en el laboratorio. Se evalué el
enriquecimiento de los términos descritos en la Tabla 3 en genes con sitio
complementario a la semilla de hsa-miR-886-3p en su 3’UTR. Como resultado se
obtuvieron distintos agrupamientos que indican los blancos candidatos a represién

directa por el miR de estudio (Fig. 25).
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CDH13 CDH13 FASN CYPA6A1 CYP46A1 FASN WTIP CDH13 CDH13
LAMPS WTIP NR5A1 FASN PNPLAS NR5A1 FASN CYP46A1 CYP46A1
MYO1G ALDH1A3 HLF ALDH1A3 FASN HLF NRSA1 FASN FASN
CCDC120 INSIG1 INSIG1 FDPS ALDH1A3 INSIG1 HLF ALDH1A3 ALDH1A3
ZNF135 WDR38 NR5A1 FDPS FADS1 INSIG1 NR5SA1 NRSA1
PTCD2 LYL1 INSIG1 NR5A1 WDR38 FADS1 HLF BBC3
LIN28A FADS1 INSIG1 LYL1 WDR38 INSIG1 HLF
PTCD2 PLD2 FADS1 TSNAXIP1 LyL1 WDR38 INSIG1
SYNGR3 TM7SF2 PLD2 PRDM13 TSNAXIP1 LYL1 WDR38
ELOVL6 TM7SF2 HAPLN2 PRDM13 PCDHAS LYL1
ELOVL6 LIN2BA HAPLN2 PRDM13 TSNAXIP1
PTCD?2 ZNF135 HAPLN2 PCDHAS
LIN2BA LIN28A PRDM13
PTCD2 PTCD2 HAPLN2
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PTCD2
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Figura 25. Genes blanco directos candidatos predichos computacionalmente. Se muestran los genes que
presentan sitio semilla de hsa-miR-886-3p en su 3'UTR, ordenados en funcion de la cantidad de genes
blancos candidatos presentes en los términos de ontologia evaluados.
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Luego, se seleccioné el conjunto de aquellos genes que presentan sitio de unidn
al microARN en su 3’UTR (circulo rojo en Figura 26) y que disminuyeron su expresion
cuando se sobreexpresa nc886 frente al control (circulo azul en Figura 26) como se
muestras en le diagrama de Venn de la Figura 26. Este filtrado nos arroja como resultado
52 genes que cumplen con ambas condiciones, y que fueron utilizados a continuacién

para profundizar en su estudio a través del programa VarElect °,

500 genes reprimidos
en LNCaP-nc886

Genes blanco predictivos
de hsa-mir-886-3p

Figura 26. Diagrama de Venn de genes que disminuyen su expresion frente a la sobreexpresion de nc886

(azul) y que presentan sitio blanco en su 3’'UTR para hsa-miR-886-3p (rojo).

En la plataforma de VarElect se utilizaron los términos de filtrado “prostate” e
“invasion”, que dio como resultado una lista conformada por 20 genes que coincidieron
con ambos términos o solo con alguno de ellos, ordenados en funcidn de una puntuacion
asignado por VarElect. Esta herramienta permitio facilitar la asociaciéon de genes con
términos de interés en la busqueda bibliografica. En la Tabla 4 se muestra la lista
ordenada por VarElect. Una vez obtenida esta informacidn se puede a buscar con mas
detalle la asociaciéon de estos genes con el efecto en el cambio en la invasividad
observado para la modulacidn de nc886. Basados en la literatura se intentan sacar
conclusiones que relacionen al gen con un posible impacto en el efecto fenotipico

observado.
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Simbolo

FASN

ALDH1A3

PTMA

BBC3

LIN28A

ccoez

FDPS

NR5A1

PLD2

HLF

NUAK2

PCDHA5

TM7SF2

FADS1

TSNAXIP1

LYL1

CCR10
ELOVL6

ERVFRD-
1

KSR2

Descripcion

Fatty Acid Synthase

Aldehyde Dehydrogenase 1 Family
Member A3

Prothymosin, Alpha

BCL2 Binding Component 3

Lin-28 Homolog A

Coiled-Coil Domain Containing 7

Farnesyl Diphosphate Synthase

Nuclear Receptor Subfamily 5 Group A
Member 1

Phospholipase D2

HLF, PAR BZIP Transcription Factor

NUAK Family Kinase 2

Protocadherin Alpha 5

Transmembrane 7 Superfamily Member 2

Fatty Acid Desaturase 1

Translin Associated Factor X Interacting
Protein 1

LYL1, Basic Helix-Loop-Helix Family
Member

C-C Motif Chemokine Receptor 10
ELOVL Fatty Acid Elongase 6

Endogenous Retrovirus Group FRD
Member 1, Envelope

Kinase Suppressor Of Ras 2

Tipo

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein

Protein
Protein

Protein

Protein

Fenotipo
emparejado

prostate;
invasion

prostate;
invasion

prostate;
invasion

prostate;
invasion

prostate;
invasion

prostate;
invasion

prostate;
invasion

prostate;
invasion

prostate;
invasion

prostate;
invasion

invasion

prostate;
invasion

prostate

prostate;
invasion

prostate

prostate

invasion
prostate

prostate

invasion

Cantidad de
fenotipos
emparejados

2

Puntaje

28.39

6.53

6.5

5.71

3.83

3.81

3.8

3.44

3.1

2.46

2.24

1.87

1.62

1.58

1.55

0.68

0.57
0.56

0.55

0.5

Cambio de

Expresion

Relativo

1,33

1,36

1,32

1,34

1,36

1,59

1,46

1,35

1,34

1,35

1,50

1,56

1,41

1,57

1,46

1,38

1,43
1,30

1,63

1,40

Tabla 4. Resultados de VarElect. Se puede ver la identidad de los genes, para qué proteinas codifican, los

términos de busqueda ingresados con los cuales se apared cada gen, la puntuacion asignada por el

programa, y el nivel de expresion que muestran en el microarray.

Se encontraron multiples articulos donde se realizaron ensayos de invasion

blogueando genes presentes en la lista seleccionada con siRNA. Sin embargo, solamente
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tres de ellos fueron realizados con lineas celulares de cancer de prdstata 124125126 Segiin
los articulos revisados, las funciones de la mayoria de estos genes concordarian con la
de un oncogén, lo que apoya la nocién de que hsa-miR-886-3p actuaria como un

microARN supresor tumoral.

Para realizar un filtrado mas exigente de posibles genes blanco de hsa-miR-886-
3p utilizamos el programa miRmap**® como predictor de sitios blanco para microARNs,
con el fin de determinar sitios clasicos de unién de hsa-miR-886-3p al 3’'UTR de ARNs
mensajeros (Tabla 5). Hubo genes en los cuales miRmap no fue capaz de predecir la
union de hsa-miR-886-3p, dado que se tratan de uniones menos clasicas entre el miRy

el ARN mensajero.

Por ultimo, se estudid el perfil de expresidn de los genes seleccionados en el set
de datos de prdstata presentes en la cohorte del The Cancer Genome Atlas (TCGA-
PRAD). Producto de dicho andlisis encontramos solo 9 de los genes que mostraron un
aumento en la expresion en el tejido tumoral estadisticamente significativa, en apoyo a
favor de la hipodtesis planteada que implica que funcionen como oncogenes en esta

neoplasia y por ende esté aumentada su expresion en los tumores (Tabla 5).

) .. | Linea celular utilizada en . -
Gen Ensayw.:r ] ensayo de Funcion (Literatura) Ll d:e sitios para Funcién TCGA PRAD
(Literatura) ) s hsa-miR-886-3p
invasién(Literatura)

ALDH1A3 si PC-3 ONC - ONC **=*=
FDPS si A549 y H1957 ONC - igual en normal y tumoral
PLD2 si MDA-MB-231 ONC - ST
CCR10 si MDA-MB-232 ONC - ST
FASN si LNCaP ONC L ONC ****
NR5A1 si SWA480y HCT116 ONC 3 ONC p=0,1486
PTMA si PC-3 ONC 2 ONC ****
LIN28A si HCT116 ONC 1 ONC p=0,8875
NUAK2 si Al72 ONC 1 ONC ***
FADS1 si U208 ST 1 ST
ccoey no - ONC - ONC ****
KSR2 no - ONC - ONC *
ELOVL6 no - ONC 2 ONC p=0,0616
BBC3 no - ONC 1 ONC **
LYL1 no - ONC 1 ST
ERVFRD-1 no - No se sabe 1 ST
TM75F2 - - - - ONC ****
TSNAXIP1 - - - - igual en normal y tumoral
HLF - - - 1 ST
PCDHAS - - - 1 ONC **

Tabla 5. Compilado de los datos de la bibliografia, sitios predictivos por el programa miRmap y el perfil
de expresidn entre tejido normal y tumoral en el set de datos de prdstata presentes en el TCGA (The
Cancer Genome Atlas). ONC, oncogén. ST, supresor tumoral.
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Figura 27. Expresion diferencial entre tejido normal y tumoral de prdstata de los 9 genes seleccionados.

muestran.

Se observa la expresion normalizada como RPKM+1 para cada uno de los 9 genes seleccionados en los
datos de expresidn de transcriptdmica del TCGA. Se muestra la media con su respectivo desvio estandar.
Se realizd el test de T de dos colas y su significancia estadistica se expresa como p valor < 0,05,
representado en los graficos con asteriscos. Cuanto menor es el p valor mayor es la cantidad de asteriscos
que se
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Ensamblando todos los datos obtenidos hasta el momento, se seleccionaron dos
genes candidatos que podrian estar participando en forma directa en procesos
invasivos: FASN y PTMA. Como se puede ver en la Tabla 5, ambos genes presentan datos
bibliograficos donde se muestran ensayos de invasion utilizando lineas celulares de
prdstata, en donde se bloquea solamente al gen de interés y se observa una disminucién
de la invasién celular?*126, Este aspecto los hace lucir como candidatos directamente
relacionados con este proceso. Al mismo tiempo, ambos presentan sitios clasicos de
unién para hsa-miR-886-3p en su 3’ UTR, donde se observan 4 sitios para FASN y 2 para
PTMA (Fig.28), lo que indica que la represion de su expresion podria ser mds importante.
Ademas, en los datos de TCGA-PRAD ambos muestran una mayor expresion en tejido
tumoral respecto al tejido normal, que revela la desregulacidon de estos genes en PCa
(Fig.27), y por lo tanto que la represion en su expresion por hsa-miR-886-3p podria
conferirles a estos tejidos un fenotipo mas cercano al normal. A continuacidn, se

muestra un breve resumen bibliografico en cuanto a la funcionalidad de estos genes.

FASN PTMA

Target site(s) Target site(s)
142
5" (mRHA)
CCCGCCCACCGUGGECABUGCCACCCGCAGAUGACAC
T

UUCCCAGUCAUUCGUGEGECEC
UUCCCAGUCAUUCGUGEGCGC
286
5" (mRNA) |
GGAACUGGECUGEECCUCEUGCELCCEUGEEEUCUGE
117
VUCCCAGUCAUUCGUGGELGE 5° (mANA |
UCACCUUCGAGUAGAGAGGLLCGCCCGCCCACCGUGE
I
257 UUCCCAGUCAUUCGUGEGEGE
H \
GUGA. GGUGEUGCCCGUGCCCGCAGGAACUGE
IEEErn
UUCCCAGUCAUUCGUGGELEE

UUCCCAGUCAUUCGUGEECET

Figura 28. Sitios blanco predictivos para hsa-miR-886-3p reportados por miRmap para FASN y PTMA.
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FASN

La Acido graso sintasa (FASN) es la principal enzima de lipogénesis, cataliza la
condensacién dependiente de NADPH de acetil-CoA y malonil-CoA para producir acido
palmitico (Fig.29). Su sintesis se ve incrementada bajo la presencia de glucosa e insulina
por diferentes factores de transcripcidon 2. Ya en el afio 1994 se notd la presencia
elevada de FASN en tumores de mama y se propuso la via de sintesis de acidos grasos
como marcador de mal prondstico de la enfermedad 8. Hoy en dia se sabe que FASN
se expresa en bajos niveles en tejidos normales pero su expresién aumenta en la
mayoria de los tejidos tumorales 124, El cancer de prdstata no es la excepcion, y se ha
reportado este aumento en pacientes andrégenos dependiente e independiente. Se ha
probado la inhibicion farmacolégica de esta proteina obteniendo un reduccion de
tumores dependiente de la dosis en modelos de xenoinjertos humanos %°
Experimentos donde se bloquea la expresién FASN mediante el uso de siARN especificos
dieron como resultado una disminucién importante en la sintesis de triglicéridos y de
fosfolipidos, e indujeron cambios morfolégicos marcados incluyendo una reduccién en
el volumen celular, una pérdida de contactos célula-célula y la formacién de extensiones
tipo arafia 13°. Muchas propiedades funcionales de las membranas celulares estan
influenciadas por la composicion relativa de acidos grasos mezclados con fosfolipidos.
Se ha demostrado que FASN juega un papel importante en la formacién de micro-
dominios de membrana resistente a los detergentes, que constituyen pequefias balsas
lipidicas implicadas en procesos celulares clave como transduccién de seiales,
polarizacion celular y migracién celular '31. Ademas, en otro trabajo donde se inhibe a
FASN también con ARN interferente en LNCaP, se observa en videos de time-lapse una
menor motilidad celular. Las células transfectadas con el ARN interferente control se
veian bien adheridas a la placa de cultivo, con formacién de pseudopodios, adoptaban
una morfologia de huso, y migraban y se replicaban activamente. Sin embargo, las
células con FASN reprimido mostraban la formacién ineficiente de pseudopodios,
cambiaban a una morfologia redondeaday no se replicaban en gran medida '?*. Ademés,

se ha visto que el malonil-CoA disminuye la expresién del gen HER2/neu, un oncogén
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tipo factor de crecimiento. Esto enfatiza el papel de FASN en la EMT, ya que FASN

disminuye el contenido de malonil-CoA en las células 132,

Acetyl CoA
ACC

Malonyl CoA

FASN

[ELOvLE] [ELOVLS]
16:0

Saturated fatty acids { 14:0
SCD SCD SCD

Monounsaturated 14:1'n-5

fatty acids 16:1 n-7 18:1n-9

Figura 29. Sintesis de acidos grasos. Como se observa en la imagen tanto FASN como ELOVL6 tienen una

funcidn clave en esta via. Ambos genes se encuentran en la lista de 20 genes candidatos finales.

[1-''Clacetato PET

lSeIeccionabIeo no
. Terapia dirigida a FASN
7 ) | f——
\,FASN_/ Terapia de inhibici[on (ej. Orlistato)
i Terpaia génica, etc.
Sintesis lipidica
[ R BRI
: .
— HSD17B
Metabolismo /\’ PLA2 ) N~ — ~
Energético ———
s Segundo mensajero Acido
' e intracelular Araquiddnico
Sintesis de
membranas
N
Cascada de acido Andrégenos
araquidonico
x x
. ™ Adhesion celular G i
Proliferacion R . Migracion Invasion
Organizacion de la matriz extracelular

Figura 30. Procesos regulados por FASN. Modificado de Yoshii, Y. et al. Fatty Acid Synthase Is a Key Target
in Multiple Essential Tumor Functions of Prostate Cancer: Uptake of Radiolabeled Acetate as a Predictor
of the Targeted Therapy Outcome. PLoS One 8, (2013) 1?4
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PTMA

La Protimosina-a es la proteina precursora de la Timosina-a, formada por 110
aminodacidos y ubicuamente expresada en los tejidos de mamiferos. Dentro de sus
funciones se encuentra su participacién en la divisidn celular, proceso durante el cual
esta proteina migra al nucleo e interacciona con factores de transcripcion para la
remodelacién de la cromatina 133, PTMA ha sido detectada en suero humano, aunque
no se ha identificado ninguna via de secrecidn 3%, La sobreexpresion de PTMA ha sido
reportada en varios tipos de cadncer, como pulmdn, mama, vejiga y cuello y cabeza 3>,
Si bien no estda descrito en la bibliografia actual el posible rol que puede cumplir PTMA
en la invasion celular, hay varios reportes que lo asocian a un mal prondstico en cuanto

al avance del cancer 136,137,138,135

La sobreexpresidn de PTMA ha sido reportada en varios neoplasmas, y su nivel
de expresidon estd asociado con el prondstico, potencial metastdsico del tumor y
supervivencia general de los pacientes. La sobreexpresién de este gen en cancer de
mama se asocia con potencial de metdstasis del tumor y con riesgo de muerte. Ha sido
reportado como un posible biomarcador en el cdncer de colon y de carcinoma de células
transicionales de vejiga '¥’. Ensayos inmunohistoquimicos han demostrado la
localizacion nuclear de PTMA tanto en células epiteliales gastricas normales y malignas

como en células humanas de céncer de prostata 136,

En otro trabajo se muestra que el silenciamiento de PTMA con siARN y la
sobreexpresidn de miR-1 (que tiene como target PTMA) pueden acelerar la apoptosis en
células NPC-TWO01 cuando se las trata con drogas inductoras de la apoptosis
(actinomicina D, camptotecina y etopdsido) utilizadas en la clinica, por lo que el
silenciamiento de este gen podria tener aplicaciones clinicas asistiendo estos

tratamientos. 3°

En otro estudio de cdncer colorrectal se observd que la tincién con
inmunohistoquimica era mayor en metastasis de nodo linfatico en comparacién con

tumores primarios. La expresion de PTMA se relaciond con los resultados de
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supervivencia desfavorable, lo que indica que el aumento de la expresion de PTMA se
asocia con un comportamiento invasivo y metastasis de CCR. Esto es apoyado por otro
articulo, que previamente identific6 a PTMA relacionado con la adhesion de células de

cancer de ovario, la migracion y la proliferacion. &

Al igual que Myc, Ras, E2F y B-catenina, la sobreexpresion de PTMA da como
resultado la activacién de TP53, aceptado como un mecanismo supresor tumoral innato
y una respuesta celular critica a diversos estimulos de estrés 8. Por otra parte, se ha
reportado que el aumento excesivo en los niveles de ROS puede llevar a reacciones
inflamatorias que inducen la resistencia a insulina, trastornos metabdlicos e incluso
cancer 134, Las células que experimentan estrés forman especies reactivas del oxigeno
(ROS), debido a las condiciones hostiles en las que crece el tumor. El aumento de ROS
podria desencadenar la apoptosis que conduciria a la liberacién de PTMA a la
circulacién, que generaria aun mas resistencia a la insulina en tejidos sensibles como el

higado y musculo via TLR4 134, Esto podria justificar la presencia de PTMA en suero.

Mas especificamente en prostata, la anulacion de PTMA mediada por ARN
interferencia tuvo como consecuencia la supresion de la proliferacidn y la invasiéon de la
linea celular PC3, que indica una participacion intima en la diferenciacién y progresion
de adenocarcinomas de prdstata 12°. En este trabajo, los autores de aseguran que PTMA
podria ser un candidato para la terapia del cancer de prdstata, acompafiado de un buen
sistema de entrega para evitar el dafio en el resto de los tejidos que lo expresan. Se
necesita mas investigacion para dilucidar la posibilidad de interacciones entre PTMA y

el receptor de andrégenos en el cancer de préstata.
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CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

En este trabajo de estudié el posible rol supresor tumoral de nc886/hsa-miR-886-
3p en los procesos de migracidn e invasidn tumoral. Si bien ambos procesos contribuyen
a la formacién de metastasis, solo fue posible corroborar este aspecto en los ensayos de
invasion. No se mostraron cambios significativos en la migracién bidimensional. De
todas formas, para concluir que efectivamente este ARN no se encuentra implicado en
los fendmenos de migracion es necesario el estudio de otros factores, como la adhesién
a la matriz extracelular de forma bidimensional, ya que la adhesidén celular a una placa
de cultivo no es la misma que a una matriz biolégica. Respecto a la invasién celular se
efectud un cambio muy marcado con la sobre-expresion de nc886. Seria interesante
probar si este cambio se relaciona con la cantidad de nc886, realizando transfecciones
en distintas dosis y realizando ensayos in vivo, para evaluar si la formaciéon de metastasis
es dependiente de la concentracién de este ARN. Esto ultimo resulta interesante porque
podria proponerse como molécula terapéutica. También queda determinar cudl es la
molécula que tiene el efecto sobre la invasion, es decir, si el actor principal es nc886 o

su producto hsa-miR-886-3p.

Respecto al estudio sobre los genes blanco predictivos de este miR, se observé
qgue la desregulacion del metabolismo lipidico parece ser uno de los blancos mas
importantes, aunque también se observaron otros genes pocos estudiados, cuya
funcién todavia no se conoce con certeza y que tampoco han sido estudiados bajo el
marco del PCa. En primer lugar, es fundamental corroborar de forma experimental la
union de hsa-miR-886-3p a los genes predictivos con ensayos de genes reporteros, para
asegurar la interaccion directa predicha por los programas utilizados en este trabajo.
Ademas, queda mucho por estudiar sobre el gen PTMA, que si bien presenta bibliografia
gue apoya los resultados de este trabajo, queda pendiente dilucidar su rol en la invasién
tumoral, para verificar si el fenotipo observado puede ser atribuido a la baja en la

expresion de este gen.
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