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Introduccion

Introduccion.

El cancer.

Cancer es un término general utilizado para identificar un amplio nimero de
patologias, que pueden afectar a cualquier o6rgano o tejido del cuerpo.
Especificamente, puede definirse como un grupo heterogéneo de trastornos,
caracterizados por la presencia de células que no responden a los controles normales
de la division celular (Pierce, Shikes et al. (1978)). El cancer puede ser hereditario
producto de mutaciones que afectan uno o ambos alelos de las células germinales, o
esporadico producto de mutaciones espontdneas y de la accion de agentes
carcinégenos ambientales. Una gran variedad de factores se encuentran involucrados
en el origen del cancer e influyen en el riesgo de padecerlo. Estos incluyen tanto
factores intrinsecos de la célula como factores ambientales (virus, radiaciones o
sustancias quimicas). Cerca del 80% de los canceres esporadicos se deben a exposicion
ambiental (Leon, J., I. Guerrero, et al. (1987)). Es conocido que ciertas infecciones
pueden estimular e inducir el desarrollo del cdncer (Uma Devi, P. and M. Hossain
(2000), De Marzo, A. M., E. A. Platz, et al. (2006)). A pesar del intenso esfuerzo
internacional destinado al conocimiento acerca de los cambios moleculares y celulares
involucrados en el inicio y desarrollo del cancer, aun continda siendo este el principal
azote a la salud humana. El cancer es la primera causa de muerte a nivel mundial,
alcanzando 7,6 millones de muertes en 2008 (Globocan 2008, IARC, 2010). De hecho,
se estima que para el 2030 esta cifra aumente hasta los 11,5 millones afectados. En
Uruguay especificamente, se registran mas de 14.000 nuevos casos por afo, y mueren

unas 7.700 personas a causa de esta enfermedad.

Desarrollo del cancer.

La bibliografia actual acerca de la tematica cancer, reporta que en el transcurso del
proceso de carcinogénesis, existen una serie de cambios o alteraciones fenotipicas que
resultan ineludibles en el proceso de transformacion a células cancerosas. Esta serie de
alteraciones pueden resumirse en las mencionadas a continuacion: capacidad de

autosuficiencia en el desarrollo de sefiales de crecimiento y mantenimiento de sefiales
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de proliferacidn, evasion de las sefiales antiproliferativas, activacion y adquisicion de
capacidad invasiva (metastasis), desarrollo de una capacidad proliferativa inmortal,
induccion de la angiogénesis y resistencia a la muerte celular (revisado en Hanahan, D.

and R. A. Weinberg (2000) y Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2011)).

A continuacion, se describe breve y conceptualmente las alteraciones o capacidades

necesarias (FIGURA 1) en el proceso carcinogénico de transformacién a células

cancerosas.

Mantenimiento de senales
de proliferacion

Resistenciaala Evasion de las senales

muerte celular antiproliferativas

Induccion de la Activacion y adquisicion

angiogénesis

de capacidad invasiva

Capacidad proliferativa
inmortal

Figura 1. Esquema que resume las diferentes capacidades o alteraciones que debe experimentar una
célula normal en el desarrollo del cancer (carcinogénesis). Imagen modificada, extraida de Hanahan, D.

and R. A. Weinberg (2000) y Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2011).

Mantenimiento de las sefiales de proliferacion.

El pasaje de células normales en estado quiescente hacia el estado de proliferacion
activo, requiere de la estricta integracidon de sefales externas, factores de activacién
mitdtica y de crecimiento. Por lo tanto, las células normales dependen de la continua
lectura e interpretacién de estas sefiales y mensajes, para mantener una correcta
regulacién del ciclo celular. En las células cancerosas, la situacion es completamente

distinta, durante el transcurso del proceso de transformacién hacia células tumorales,

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos

[4]



Introduccion

las células desarrollan independencia a las senales externas. Cambios genéticos vy
epigenéticos, que conllevaran a la modulacion de las vias que participan en la
produccién y recepcién de dichas sefales. Es interesante sefalar, que muchos de los
oncogenes y genes supresores reportados en la bibliografia, pertenecen al conjunto de
factores que participan en la modulaciéon del ciclo celular. La modulacidn de estas vias,
provoca la conformacion de un microambiente interno, que conllevara al
mantenimiento de un estado proliferante activo y la adquisicion de autonomia de
sefiales de crecimiento. Lo que determina que la célula crezca y prolifere
descontrolada e independientemente de las sefiales externas (revisado en Hanahan, D.

and R. A. Weinberg (2000) y Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2011)).

Evasion de las sefiales antiproliferativas.

De la misma manera que existe una gran variedad de sefales de proliferaciéon y
crecimiento celular, igualmente se han reportado una gran variedad de senales de
inhibicién de la proliferacidn, que inducen un estado de quiescencia celular. La accién
de estas sefiales, puede derivar en dos tipos de respuestas, una de ellas, la entrada en
un estado quiescente en GO, reversible; la otra, el ingreso a un estado especifico de
diferenciaciéon post-mitético, de ausencia de proliferacion, irreversible. Se ha
reportado que las células tumorales evaden y no responden a estas sefiales,
escapando al ingreso de los estados antiproliferativos que dichas sefiales provocan
(revisado en Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2000) y Hanahan, D. and R. A. Weinberg
(2011)).

Resistencia a la muerte celular

El crecimiento tumoral no solo esta gobernado por las tasa de crecimiento, sino que
también, por la tasa de muerte celular. La muerte celular programada o apoptosis, es
la activacion de una serie de mecanismos intrinsecos que desatan la autodestruccién
celular. La continua integracién de las sefiales transmitidas a través de los sensores
celulares, determina si la célula vive o muere. De este modo, un gran nimero de
sefiales positivas para la apoptosis, activaran en la célula la apoptosis. Las células

tumorales sufren alteraciones genéticas y epigenéticas que les permiten evadir estas
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sefiales y asi volverse resistentes a la apoptosis (revisado en Hanahan, D. and R. A.

Weinberg (2000) y Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2011)).

Desarrollo de una capacidad proliferativa inmortal.

La capacidad de autonomia de sefales de crecimiento, la insesibilidad a las seiales de
inhibicién de crecimiento y la resistencia a la apoptosis, conllevan al desarrollo de un
programa de crecimiento celular independiente de las sefiales del ambiente. A pesar
de esto, las células poseen un programa auténomo que limita el nimero de divisiones
celulares. Un gran nimero de estudios, muestra que las células pueden desarrollar un
numero finito de replicaciones. Se denomina senescencia celular, al proceso en que las
células interrumpen el estado replicativo y dejan de crecer luego de atravesar un
determinado numero de divisiones. La mayoria de las células tumorales, durante la
carcinogénesis atraviesan un estado critico producto de la senescencia celular. En este
momento, acontece una muerte celular masiva acompafiada de un gran conjunto de
anomalias cariotipicas (fundamentalmente fusiones de cromosomas por sus
extremos). Este fendmeno conllevard a la aparicion de una variante celular, que
adquiere la habilidad de proseguir con las divisiones celulares, sobreponiéndose a la
senescencia celular. Las células deben adquirir la capacidad replicacién infinita
(inmortalizacion) como parte del proceso de transformacién maligna (revisado en

Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2000) y Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2011)).

Induccidn de la angiogénesis.

Aunque las células tumorales adquieran las caracteristicas fenotipicas anteriormente
mencionadas, aun no se asegura definitivamente el crecimiento tumoral. La
suplementacién de nutrientes y de oxigeno, resulta determinante para la funcionalidad
y supervivencia de cualquier célula. La vascularizacién y la formacién de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis), es un proceso que se encuentra bajo estricto control. Es un
hecho, que la adquisicién de la capacidad angiogénica es una necesidad restrictiva para
el desarrollo del tumor. Por lo tanto, es necesaria la acumulacién de cambios vy
mutaciones en las células cancerosas, que resulten en la expresion de factores que

induzcan el pasaje de vasos sanguineos quiescentes a angiogénicos. Lo que permitira
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que continué el desarrollo tumoral (revisado en Hanahan, D. and R. A. Weinberg

(2000) y Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2011)).

Adquisicion de capacidad invasiva.

En algin momento en el desarrollo del tumor, algunas células experimentaran un
cambio fenotipico determinante. Este cambio comprende el pasaje de células
inmdviles polarizadas a células mdviles migratorias. Esta transicidon fenotipica implica la
salida del foco primario y la invasién a tejidos distantes, donde se establecerdan nuevos
focos tumorales (metdstasis). (revisado en Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2000) y

Hanahan, D. and R. A. Weinberg (2011)).

Resumidamente, podemos observar que el cancer es un proceso extremadamente
complejo, que implica la integracion y desregulacién de una gran cantidad de factores
internos y externos. Propiciado fundamentalmente por una profunda acumulacion de
alteraciones dinamicas en el genoma, que desembocan en la desregulacién de los
sistemas normales del funcionamiento celular. Lo que a su vez permite, que las células
cancerosas adquieran una multiplicidad de capacidades especiales determinantes para
el avance de la patologia. También, es necesario que en conjunto se promueva una
modulacion no convencional en la interaccion y comunicacién con otras células del
entorno. Lo que finalmente converge en células que desarrollan independencia celular,
al escapar a los controles sistémicos que gobiernan la biologia normal de las células en

el organismo.

Cancer de Prostata.

Dentro de los tumores sélidos, el cédncer de préstata (PCa) es una de las
enfermedades oncoldgicas de mayor incidencia en paises occidentales. En nuestro
pais es la segunda causa de muerte por cancer en hombres (Ferlay, J., D. M. Parkin, et
al. 2010). De hecho, uno de cada seis hombres serd diagnosticado con cancer de
prostata en su vida. El PCa es actualmente reconocido como una enfermedad
multifactorial. A pesar de que se reconoce un aporte ambiental al desarrollo del cancer
de prostata, se cree que la predisposicion genética cumple el rdl importante en el
desarrollo de la enfermedad (Kral, M., V. Rosinska, et al. 2010). Una gran variedad de

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos



Introduccion

factores influyen en el riesgo de padecer céncer de préstata, edad, etnia, estilo de vida
e historia familiar. Los hombres mayores de 65 afios presentan el mayor riesgo de
padecer PCa. Si consideramos las distintas etnias, los afroamericanos son quienes
presentan la tasa mas alta de riesgo de padecer PCa, presentando un 50% mas de
probabilidades que los caucdsicos de ser diagnosticados con cancer de prdstata
(Farkas, A., S. Marcella, et al. (2000) y Zhang, K. Q., S. A. Salzman, et al. (2003)). Los
factores ambientales relacionados al PCa son muy diversos, e involucran numerosos
aspectos como la actividad sexual, la ingesta de grasa animal, la ingesta de alcohol, el
tabaquismo, la obesidad, la ingesta de minerales (calcio, selenio, zinc) y vitaminas Dy E

(Kral, M., V. Rosinska, et al. 2010).

Desarrollo del PCa.

Una de las caracteristicas que presenta en cancer de prostata es la multifocalizacion,
presentdndose multiples sitios de transformacion neopldsica en la glandula prostatica.
Sin embargo, la mayoria de estos focos iniciales daran origen a la forma latente del
cancer de préstata, que no progresara a la enfermedad clinica agresiva (FIGURA 2)
(Witte, J. S. (2009)). Aunque aun no esta determinado concluyentemente, es
ampliamente aceptado que la etapa precursora del cancer de préstata es la
denominada Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) (Bostwick, D. G. (1989) DeMarzo,
A. M., W. G. Nelson, et al. (2003) De Marzo, A. M., E. A. Platz, et al. (2006)). A nivel
histolégico en esta etapa se pueden observar algunas caracteristicas distintivas,
expansidon del nucleo y nucleolo, aparicidon de hiperplasia epitelial luminal, estado
hipercromatico y atipia del nucleo. Asimismo, a nivel molecular se reportan aumentos
en los niveles de los marcadores de proliferacion celular (Bostwick, D. G. (1989)
Shappell, S. B., G. V. Thomas, et al. (2004)). En el desarrollo del cadncer de prdstata,
aquellas formas latentes que avancen a la forma clinica, en el 95% de los casos, seran
clasificados como adenocarcinoma; siendo mayoritariamente adenocarcinomas
acinares, que expresan los receptores de andrdogenos (AR). Mientras que el tumor
maligno no haya invadido el tejido circundante y se encuentre confinado en la capsula
prostatica, se clasificarda como carcinoma in situ. Si el tumor continla progresando y
comienza a invadir los tejidos circundantes, este pasara a ser considerado invasivo. Sin

embargo, si el desarrollo del mismo aun no ha alcanzado otros tejidos y drganos del
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cuerpo, se le denominara carcinoma primario. Para que sea clasificado como
carcinoma secundario o metastasico, algunas células cancerosas deben trasladarse
mas alla del sitio original (primario), invadiendo otros érganos donde estableceran un
nuevo foco. Las células tumorales invasivas (metastaticos) muestran la adquisiciéon de
inestabilidad gendmica, que se refleja en los multiples reordenamientos cromosdmicos
observados tipicamente en los estadios avanzados del cancer de préstata (Holcomb, I.
N., D. . Grove, et al. (2008), Attard, G., J. F. Swennenhuis, et al. (2009) Leversha, M. A.,
J. Han, et al. (2009)). Los sitios mas comunes de metdstasis en el PCa, suelen ser el
tejido 6seo (caracterizado por las lesiones osteobldsticas) y los ganglios linfaticos
(Bubendorf, L., A. Schopfer, et al. (2000) Logothetis, C. J. and S. H. Lin (2005)). Sin
embargo, la relacién de las células tumorales y la formacion de metastasis, sigue aun
sin resolverse. Asimismo, los factores moleculares que promueven y gobiernan la
metastasis del PCa al tejido dseo, se encuentran alin mal caracterizados (Shen, M. M.

and C. Abate-Shen (2010)).

Forma Agresiva:
M etdstasis,
Recurrencia

Alteraciones Genéticas

y
Epigenéticas

Forma No Agresiva:
Latente,

\jin Recurrencia

Prostata Neoplasia

Normal Intraepitelial
Prostatica Préstata
(PIN)

Figura 2. En la imagen apreciamos un esquema representando las etapas principales del desarrollo del
cancer de préstata. Podemos apreciar que a partir de la células normales de prdstata, el proceso de
desarrollo del PCa posee una etapa caracteristica denominada neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)
que podra en ultima instancia derivar en dos condiciones. Una latente sin peligro clinico, o desarrollar la

variante agresiva metastasica clinicamente peligrosa. La acumulacién de alteraciones genéticas y
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epigenéticas que encienden y apagan, oncogenes y genes supresores de tumor, respectivamente,

juegan un rol en el desarrollo del PCa. Imagen modificada, extraida de Witte, J. S. (2009).

Una vision molecular del PCa.

En la actualidad, en la bibliografia de la temdtica existen reportados una serie de genes
gue se encuentran asociados a las distintas etapas de la carcinogénesis del PCa. Estos
genes se clasifican segun su funcién como, genes supresores de tumor, oncogenes y
genes “caretakers”, y se pueden apreciar en la TABLA 1 (De Marzo, A. M., Y. Nakai, et
al. (2007) De Marzo, A. M., E. A. Platz, et al. (2007)). Estudios a nivel molecular, han
revelado la presencia de una serie de eventos genéticos que se relacionan
diferencialmente con el origen y etapas tempranas del cancer de préstata, o con las
etapas avanzadas y metastaticas de la patologia. Los cambios implicados con el origen
y las etapas tempranas, comprenden tanto cambios generales, que involucran
mutaciones puntuales y alteraciones epigenéticas; o cambios especificos, como la
pérdida del gen glutation-S-transferasa P1, pérdida de heterosigosidad (LOH) del
cromosoma 8 y cambios en el nimero de repetidos CAG en el gen del receptor de
andrégenos. Los cambios implicados con las etapas avanzadas y metastaticos,
comprenden la pérdida del brazo q del cromosoma 16, perdida del gen supresor de
tumor RB, inactivacién del gen supresor de tumor p53 vy la alteracidén en la expresion
del gen de E-cadherina, entre otros (Zhang, K. Q., S. A. Salzman, et al. (2003)).
También, existen mutaciones de genes que no se asocian directamente a una etapa
particular, pero que son frecuentemente observados en los tumores de préstata, por
ejemplo, este es el caso del gen PTEN (Li, J., C. Yen, et al. (1997)). Por otro lado, las
mutaciones asociadas a los genes de receptor de andrdgenos estan directamente
relacionadas con la adquisicion de un fenotipo independiente de andrégenos. Que
resulta fundamental en la clinica puesto que definira si la terapia de de privacién de

andrégenos sera efectiva o no.
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Gen Localizacion Notas

Genes Supresores de Tumor

Codifica el inhibidor de quinasas dependiente de ciclinas p27. Uno de los alelos es

CDKN1B 12p13.1 .
deletado frecuentemente en los tumores primarios.
Codifica la proteina homeobox restringida a préostata. Suprime el crecimiento de las
NKX3.1 8p21.2 células prostaticas. Uno de los alelos es deletado frecuentemente en los tumores
primarios.
Codifica el homoélogo de la tensina y fosfatasa, suprime el crecimiento e incrementa
PTEN 10g23.31 la apoptosis. Uno de los alelos es perdido frecuentemente en los tumores
primarios.
Posee muchas funciones supresoras de tumor, induce el arresto del ciclo celular en
TP53 17p13.1 respuesta a dafio en el ADN e induce la apoptosis. Frecuentemente mutado en
estados avanzados del cancer de prdstata.
Oncogenes

Factor de transcripcion que regula muchos genes blancos involucrados en la
MYC 8qg24 proliferacion celular, senescencia, apoptosis y metabolismo. Su sobreexpresion
conduce directamente a la transformacidn celular.

Propuesto como nuevo oncogen del cancer de préstata. Transcriptos fusionados

ERG 21g22.3 con la porcién 5’ del gen regulado por andréogenos TMPRSS22, es comUnmente
encontrado en todas las fases del cancer de prostata.
7p21.3, Codifica para los factores de transcripcion de tipo ETS 1-4. Transcriptos fusionados
ETV1-4 19g13.12, con la porcién 5’ del gen regulado por andrégenos TMPRSS22, es cominmente

1921, 17921.31 | encontrado en todas las fases del cancer de prdstata.

Codifica para el receptor de andrégenos. Se observa su expresion la mayoria de los
AR Xq11-12 canceres de préstata. Generalmente, su locus se encuentra amplificado o mutado
en estados avanzados del cédncer.

Activacion de la
enzima
Telomerasa

Mantiene la funcién telomérica y contribuye con el estado de inmortalizacion.
Generalmente, se encuentra activada en el cancer de prostata.

Genes “Caretakers”

Codifica la enzima que cataliza la conjugacion del glutatidn reducido a sustratos

GSTP1 11913 electrofilicos. Cumple funcidn detoxificante de carcinégenos. Es epigeneticamente
inactivado en mas del 90% de PIN.
Disfuncién Extremos Contribuye a la inestabilidad cromosdmica. El acortamiento de los telémeros es
Telomérica cromosémicos | encontrado en mas del 90% de PIN.

Anormalidades

. Contribuye a la inestabilidad cromosdmica.
centrosémicas

Otros cambios somdticos

PTGS2, APC,
MDR1, EDNRB, Varios
RASSF1a, RARB2

Alteraciones epigéneticas son frecuentemente encontradas en las regiones
reguladoras. No se conoce aun el significado funcional de estos cambios.

Tabla 1. La tabla muestra un conjunto de genes que se encuentran directamente asociados al

desarrollo del PCa. Tabla modificada, extraida de De Marzo, A. M., E. A. Platz, et al. (2007).

Clinica del PCa.
Si el cancer de préstata es diagnosticado en las etapas iniciales, es potencialmente
curable, mediante intervencion quirdrijica (prostatectomia radical) y/o radioterapia.

Desafortunadamente, el tratamiento del estadio avanzado (hormona-refractario) se
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vuelve practicamente ineficaz. Aproximadamente, el 30% de los hombres al momento
del diagndstico, presentan ya una diseminaciéon del tumor extracapsular o con
margenes positivos, extendiéndose mas alld de la gldndula prostatica. A pesar de que
se observa una promisoria respuesta de las metastasis, al tratamiento de privacion de
andrégenos (antiandrégenos, el ketoconazol y la aminoglutetimida, entre otros), el
90% de estos pacientes muere producto de la patologia (Meikle, A. W. and J. A. Smith,
Jr. (1990), Zhang, K. Q., S. A. Salzman, et al. (2003)).

Un detalle importante de la clinica del PCa, que marca una diferencia en relacién a
otros tipos de tumores epiteliales, es la falta de una clasificacién precisa de subtipos
histopatoldgicos que se relacionen a distintos prondsticos y/o respuesta al
tratamiento. Ultimamente, los trabajos de gendmica estdn proporcionado el material
gue permitird en un futuro cercano, realizar una clasificacién a nivel molecular, que
permita distinguir los diferentes subtipos y establecer una mejor estratificaciéon del
cancer de préstata (Tomlins, S. A., D. R. Rhodes, et al. (2008) Palanisamy, N., B. Ateeq,
et al (2010) Taylor, B. S., N. Schultz, et al (2010)) Shen, M. M. and C. Abate-Shen
(2010))

Deteccion del PCa.

La deteccidn del cancer de prostata se basa en una serie de pruebas diagndsticas que
incluyen, el examen digital rectal (DRE), ecografia trans-rectal y la cuantificacion del
antigeno prostatico especifico (PSA) mediante anadlisis de sangre (The Cancer Council
New South Wales, 2007). El PSA es una serin-proteasa regulada por andrégenos que se
produce normalmente por las células epiteliales normales de la préstata, asi como, por
las células cancerosas de préstata. Existen diferentes factores que generan un
aumento de los niveles de PSA en la sangre. El cdncer de préstata es uno de ellos, pero
también existen otros, la inflamacion de la préstata (prostatitis) y la hiperplasia
prostatica benigna (HPB). No obstante, el mayor problema que presenta esta prueba
diagnéstica, son los falsos positivos, considerando que solo entre el 25 y 30 % de los
hombres con altos niveles de PSA en sangre, padecen efectivamente cdncer de
prostata (Smith, D. S., P. A. Humphrey, et al. (1997)). Siendo el sobrediagndstico de
pequeiias neoplasias que dificilmente pondran en riesgo la salud del paciente, un

problema asociado al examen de PSA. Finalmente, se termina por someter al paciente
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a riesgos innecesarios al adjudicarle un tratamiento indebido. Sumado a que a esta
situacidn conlleva a gastos econdmicos en el sistema de salud que podrian evitarse

(http://www.cancer.gov/cancertopics/factsheet/detection/PSA). Por lo tanto, estas

pruebas no son del todo certeras y muestran ineficacias en la deteccién de tumores
tempranos. De hecho, existe evidencia reportada que muestra una ligera o nula
reduccion de la mortalidad por PCa, asociada a las pruebas diagnosticas PSA y tacto
rectal (CHLCC, 2007, Schroder, F. H. (2009), Andriole, G. L., E. D. Crawford, et al.
(2009)). Por estas razones, resulta imprescindible profundizar en la aplicacién de
estrategias de base cientifica, destinadas a la prevencion de la enfermedad, reducir la
morbilidad, asi como a la deteccidon temprana y el tratamiento a tiempo, para reduciry
controlar el cancer (0.M.S en el marco del programa de accion de enfermedades no
transmisibles lanzado en 2008, Catalona, W. J., D. R. Miller, et al. (1988), Catalona, W.
J., D. S. Smith, et al. (1997), Catalona, W. J., C. G. Ramos, et al. (1999)).

Células Madre de Cancer.

El desarrollo y avance de la ultima década en la tematica del cancer, han concedido un
sustancial progreso en el desarrollo de la terapéutica de la patologia. Asimismo, ha
incrementado notoriamente la capacidad de disefiar drogas direccionadas hacia
blancos especificos con altisima precision. Conjuntamente, el perfeccionamiento hacia
terapias mas especificas ha sido acompafiado por una disminucién drastica de la
toxicidad. Pero a pesar de todos estos desarrollos, si nos referimos ha las cuatro
formas mas comunes de tumores epiteliales (cdncer de pulmdn, colon, mama y
prostata), observamos que la supervivencia de pacientes con metdstasis, no ha
disminuido en las ultimas décadas (Leaf, C. (2004)). Entonces, surge la siguiente
pregunta ¢estaremos apuntando hacia las células correctas? Hoy por hoy, existe
evidencia que revela que en la gran mayoria de los tumores, sino es en todos, el
desarrollo tumorigénico seria orquestada por un subgrupo de células con

caracteristicas fenotipicas de tipo célula madre (Wicha, M. S., S. Liu, et al. (2006)).
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Origen de la teoria de las CSCs.

Ultimamente, la teoria de las células madre de cédncer ha tomado relevancia en el
mundo cientifico, pese a que el origen de la misma se remonta al siglo IX.
Precisamente, en el afio 1875 donde el investigador aleman Julius Cohnheim, propuso
que el cancer no seria mas que el desarrollo descuidado de una célula madre
embrionaria, derivando en un proceso neoplasico en el organismo adulto (Huntly, B. J.
and D. G. Gilliland (2005), Kucia, M. and M. Z. Ratajczak (2006)). Esta asociacidon nace
de las similaridades existentes entre la biologia de las células madre y la biologia del
cancer. Explicitamente, la teoria de las Células Madre de Cancer (CSC, sigla del inglés)
propone que en la mayoria de los tumores existe una poblacion de células que
ostentan un fenotipo de tipo “célula madre”. Este fenotipo consiste en un tipo celular
morfoldgica y molecularmente menos diferenciado, con capacidad de auto-renovacién
y diferenciacién en diversos tipos celulares. La relativa quiescencia, la capacidad de
bombeo de farmacos, la activacion de vias anti-apoptodticas, la posesidn de una robusta
magquinaria de reparacién y la capacidad de invasién que exhiben estas células, las

convierten en un fendmeno de altisima relevancia para el tratamiento del cancer.

Las CSC fueron por primera vez identificadas en el afno 1994, aislando y estudiando las
células que componen la Leucemia Mieloide Aguda (Lapidot, T., C. Sirard, et al. (1994)).
Estas células aisladas presentaban una serie de marcadores de superficie muy
particular. Pero, la caracteristica mds notable que ostentaban estas células, era la
capacidad de iniciar tumores, al ser inyectadas en ratones inmuno-deprimidos
(NOD/SCID mice) (Lapidot, T., C. Sirard, et al. (1994)). A partir de este espectacular
hallazgo, naturalmente surgieron nuevos trabajos en donde fue posible identificar y
aislar las células madre de cancer. En la actualidad, se las ha identificado en los
siguientes tejidos: cerebro, pancreas, mamas, higado, préstata, piel, ovarios, pulmones
y colon (Singh, S. K., I. D. Clarke, et al. (2003) Dontu, G., M. Al-Hajj, et al. (2003). De
hecho, se plantea que se encontrarian presentes en todos los tejidos celulares
(Maitland, N. J. and A. Collins (2005)). Al igual, que las células madre normales son una
pequefia subpoblacién dentro del conjunto de células heterogéneas que conforman un
tejido normal, las células madre de cancer lo serian dentro de la poblacion

heterogénea de células cancerosas que conforman un tumor. Segun la hipdtesis de las
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CSCs, la capacidad de auto-renovacién ofreceria la habilidad de mantener y
reestablecer un tumor. Mientras, que el resto de las células cancerosas diferenciadas,
gue conforman la mayor proporcién de un tumor, no presentarian dicha capacidad,
encontrandose destinadas a dividirse y morir (Regenbrecht, C. R., H. Lehrach, et al.

(2008)).

Hoy en dia, se ha reportado evidencia que muestra una gran relacion entre las células
madre de cancer y las células madre normales adultas. Como se puede apreciar en la
TABLA 2, estas comparten marcadores de superficie (Li, F., B. Tiede, et al. (2007)), la
activacion de vias de sefializacion comunes (Notch, Hedgehog y Wnt), un perfil de
expresion génica y epigenético similar (Regenbrecht, C., Y. Welte, et al. (2008)

Marotta, L. L. and K. Polyak (2009)).

Caracteristicas Células Madre Normales Células Madre de Cancer
Potencial Replicativo Extenso Extenso
Capacidad de Todos los linajes de un tejido Toda linajes celulares heterogéneos
Diferenciacion especifico presentes en un tumor
Actividad
L. Baja Desconocida
Metabdlica !
, Y Desregulacion aberrante de
Vi falizacion Hedgehog, Wnt, Notch y BMP
o @2 Sl cdgenas, ¥int, Noten'y Hedgehog, Wnt, Notch, BMP y otras.
Regulacion del Ciclo Ciclado lento, robustamente . .
Ciclado lento, desconocida
Celular controlado

Nicho: Compartimentado o asociados

Localizacion Desconocidas
a la capa del estroma
Adhesion Fuertemente Adhesivas Desconocidas
Potencial Migratorio Baja migracion Transicion Epitelial Mesenquimal

Tabla 2. Tabla comparativa de caracteristicas presentes en las células madre y células madre de cancer,

fue extraida y modificada de Moore, N. and S. Lyle, (2011).

Se ha observado que muchos de los genes que regulan los procesos y vias de
sefializacion claves en la biologia de las células madre, resultan ser reconocidos
oncogenes y genes supresores de tumor. Sabemos, que la carcinogénesis, necesita de
la acumulacidon de multiples “hits” (mutaciones), que provocaran cambios a nivel
genético y epigenético, que en ultimo lugar conduciran a células malignizadas. Como

mencionamos anteriormente, uno de los procesos normales que desarrollan las células
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madre, es la auto-renovacién. Las vias que se consideran mayormente involucradas en
la regulaciéon de este proceso y que son producto de investigacién actualmente son
Notch, Hedgehog y Wnt (Regenbrecht, C., Y. Welte, et al. (2008) Wicha, M. S., S. Liu, et
al. (2006)). En condiciones estandares, las divisiones de las células madre se limitan a la
divisién asimétrica. En dicho proceso, la célula dard a lugar a dos células hijas, una de
ellas idéntica a la de partida, mientras que la otra, que instituira a las células somaticas
de dicho tejido, atravesard sucesivas etapas de divisidon y diferenciacion. En paralelo,
cuando es necesaria la expansién del conjunto de células madre, estas llevan a cabo el
proceso de division simétrica. En dicho proceso, la célula madre sufrira una divisidn
gue originara dos células idénticas a la progenie de células madre (Wicha, M. S., S. Liu,

et al. (2006), Liu, S., G. Dontu, et al. (2005) Dontu, G., K. W. Jackson, et al. (2004)).

Origen de las CSCs
El origen de las células madre de cdncer, no se encuentra del todo definido, existen
diferentes hipdtesis que pretenden explicar su origen partiendo de diferentes actores

celulares FIGURA 3.

Cell”a Madre Normal Alteraciones Genéticas Célula Iniciadora

. ____yEpigenéticas - del
, P Cancer

Células Progenitoras /

® .
0000

Celulas Diferenciadas

Figura 3. Esquema de los distintos origenes celulares planteados en las teorias de origen de las CSCs.
Se muestra como hoy en dia no existe un consenso general, en cuanto al origen de celular de las CSCs,

se considera que las alteraciones genéticas y epigenéticas pueden potencialmente dar origen a una CSC
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a partir de céulas madre normales, células de amplificacion transitoria progenitoras y células somaticas

diferenciadas. Imagen extraida y modificada de Marotta, L. L. and K. Polyak (2009).

La primera de las hipdtesis para el origen de las CSCs plantea que las mismisimas
células madre normales, serian victimas de una serie de mutaciones y alteraciones que
las malignizaria. Se entiende que como las células madre naturalmente perduran vy
poseen una vida celular prolongada, facilitaria la acumulacién de mutaciones que
promoveran la desregulacién de la homeostasis celular normal. Como ya mencionamos
anteriormente, las células madre poseen caracteristicas funcionales, que las asocian
muy estrechamente con las CSC. Por lo que, serian estrictamente necesarias solo
aquellas mutaciones que desencadenen la transformacidon maligna, y no el surgimiento
de las capacidades fenotipicas de una célula madre. Por lo que, las células mantienen
las caracteristicas fenotipicas de célula madre, pero que se encuentran eventualmente
malignizadas (Wicha, M. S, S. Liu, et al. (2006)). Existe evidencia contundente a favor
de lo mencionado anteriormente, producto de la investigaciéon con sobrevivientes del
desastre nuclear de Hiroshima y Nagasaki (Little, M. P., H. A. Weiss, et al. (1999)).
Asimismo, se ha evidenciado la presencia de marcadores naturales de las células

madre normales, en células madre de cancer como se aprecia en la TABLA 3.

) Marcadores de Superficie Celular
Organo
Células Madre Normales Células Madre de Cdncer
Hematopoysético CD34%, CD38,, Thy1, Lin’ CD34%, cD38,Thy1,, Lin’
Mama CD29™, cD24", Lin® CD44", cD247°%° ESAY, Lin®
Cerebro CD133", Lin’ CD133"
Pulmén Sca-1", CD34", Lin’ Sca-1", CD34", Lin’
Piel CD34", a6-integrina™™ CD20"
Préstata CD133%, a2b1™™ CD44", a2p17"°, cD133"

Tabla 3. Tabla que muestra los marcadores de células madre y células madre de cdncer cominmente
utilizados para identificarlas y aislarlas de los distintos drganos. Tabla extraida y modificada de Li, F., B.

Tiede, et al. (2007).
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No obstante, también existen criticas consistentes a esta teoria, basadas en que en el
tejido normal las células madre normales, son de hecho muy pocas, lo que tornaria
poco probable que acumulen tan facilmente el nimero de mutaciones transformantes
necesarias. Otra de las teorias propuesta, plantea que serian las células somaticas
diferenciadas, el origen de las células madre de cancer (FIGURA 3). Exponiendo, que al
sobrellevar un conjunto critico de mutaciones, las células somaticas diferenciadas,
experimentarian un retroceso en la diferenciacién celular y la adquisicion de un
fenotipo de tipo célula madre (Passegue, E., C. H. Jamieson, et al. (2003) Gudjonsson,
T. and M. K. Magnusson (2005)). Aunque las células somdticas son abundantes en los
tejidos y acumulan un gran numero de mutaciones, las criticas incurren en la
complejidad de las mutaciones que conciernen la modulacién del nimero de vias
celulares necesarias, para la adquisicion de un fenotipo de tipo célula madre.
Ultimamente algunos investigadores, basandose en la abundancia relativa que
presentan las células progenitoras de amplificacion transitoria (progenitor inmediato
de las células madre), propusieron que sobre estas ultimas, recaeria el origen de las
CSCs (FIGURA 3) Las células progenitoras de amplificacién transitoria, se encuentran un
escalon mas abajo en la jerarquia celular, que se extiende desde las células madre
hasta las células somaticas completamente diferenciadas. Este interesante linaje,
parcialmente conserva las mismas caracteristicas y modulado de las vias celulares
presentes en las células madre. Razdn por la cual, serian las victimas mas probables de
sobrellevar las mutaciones y alteraciones que originarian a las células madre de cancer.
(Li, F., B. Tiede, et al. (2007) Polyak, K. and W. C. Hahn (2006)). Existe evidencia a favor
de dicha hipdtesis, en estudios sobre el origen de la leucemia mieloide crénica (CML)

(Jamieson, C. H., L. E. Ailles, et al. (2004)).

El microambiente de las CSCs.

El nicho o microambiente fisioldgico, que circunda a las células madres, se compone de
una serie de células y matriz extracelular, que poseen una localizacion especifica y que
cumplen funciones de mantenimiento. Este microambiente, no solo le brindard anclaje
fisico a las células madre, sino que también, por intermedio de moléculas de adhesion
y matriz extracelular, suministrara sefiales esenciales que intervienen en el armonizado

de vias de sefalizacion (vias Wnt, Hedgehog, Notch y Ras). Por ende, el nicho concibe
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un microambiente fisioldgico que define aspectos cruciales como la proliferacion, la
determinacién del destino de diferenciacion y el nimero de células madre (Li, L. and
W. B. Neaves (2006)). En suma, la desregulacion del nicho natural en que se
encuentran inmersas las células madre normales, conducird a consecuencias
dramadticas en la biologia de estas células. Ciertos investigadores han reportado
trabajos donde se demuestra que la desregulaciéon del nicho natural de las células
madre, favorece a la transformaciéon maligna de estas células (Rubio, D., J. Garcia-
Castro, et al. (2005) Rubio, D., J. Garcia-Castro, et al. (2005), Li, L. and W. B. Neaves
(2006)).

CSCs y la clinica del cdncer.

En la actualidad, teniendo en cuenta todas las caracteristicas y conceptos acerca de la
tematica mencionados, se considera determinante la intervencion de las CSCs en la
biologia y clinica del cédncer. Se cree que desempefian un rol preponderante en
diversos aspectos de la enfermedad como quimioresistencia, metastasis y recurrencia
(Marotta, L. L. and K. Polyak (2009)). Se ha observado que las CSC presentan mayor
resistencia a la quimioterapia en relacién al resto de las células mitoticamente mas
activas que conforman el tumor. Las CSCs presentan una cinética latente del ciclo
celular, asociada tanto a un estado quiescente celular como a un bajo indice de
proliferaciéon. Asimismo, se ha reportado la expresién de una gran variedad de
proteinas transportadoras del tipo ABC (ATP-binding cassette), que le confieren
resistencia farmacos (Kondo, T. (2007)), a la vez que expresan altos niveles de
proteinas antiapoptodticas, de la familia Bcl-2, lo que les confiere mayor resistencia a la
apoptosis, en comparacion con las células diferenciadas (Wang, S., D. Yang, et al.
(2003)). Resumidamente, todas las caracteristicas anteriormente mencionadas, le
otorgarian resistencia a las terapias actualmente utilizadas, que apuntan
primordialmente a células mitoticamente mas activas (Al-Hajj, M., M. W. Becker, et al.
(2004) Zhang, M. and J. M. Rosen (2006)). Si consideramos que las CSCs, presentan
resistencia a quimioterapicos y la facultad de regenerar y reconstituir al resto de las
células que componen al tumor; entonces si estas células subsisten a la terapia, podran

restablecer nuevamente el tumor (FIGURA 4). Actualmente, sabemos que del conjunto
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completo de células heterogéneas que conforman un tumor, solo del 0.2 al 1% de

estas células, muestran capacidad para regenerar el tumor (Bapat, S. A. (2007)).

Las células tumorales
mueren, mientras que Recurrencia
las CSCs resistentes, del

a Terapia Convencional

El tumor pierde la
habilidad de generar Degeneracién
nuevas células progresiva del
tumorales tumor

_.&_.Q

s

Células Madre de Cancer ()~ () @) @) @ Células Tumorales Diferenciadas

Figura 4. Imagen comparativa de terapias contra el cdncer (Terapia convencional y Terapia anti-CSCs).
A. En el caso de las terapias convencionales que poseen como blanco bioldgico las células activamente
proliferantes, no surtird efecto sobre la subpoblacion de células de CSCs. Estos quimioterdpicos
produciran una disminucion del tumor pero luego de finalizada la administracion del quimioterapico, se
producira la recurrencia del tumor por auto-renovacion de las CSCs sobrevivientes. B. En el caso de las
terapias anti-CSCs, estas apuntan directamente a las células CSCs, no afectando draticamente al resto de
las células tumorales. Observamos que si bien no se produce inmediatamente una reduccién del tumor,
las CSCs han sido eliminadas, conllevando a la degeneracidén progresiva del tumor, por no existir un
suministro de células que regeneren en el tiempo las poblacion de células heterogeneas que conforman

un tumor. Imagen modifica, extraida de Schatton, T., N. Y. Frank, et al. (2009).

Otro aspecto complejo de la clinica del cdncer al cual se asocia directamente a las
CSCs, es la metastasis. Muchas caracteristicas presentes en las CSCs, las tornan
potenciales candidatas del fendmeno de metastasis. Ya mencionamos la habilidad de
iniciar y sustentar un tumor. Asimismo, ostentan una gran plasticidad celular, que
facilitaria su adaptacion y supervivencia a microambientes distintos. De la misma
forma, se considera que la transicidon epitelial-mesenquimal (EMT), donde una célula
polarizada epitelial inmdvil, vira fenotipicamente hacia una célula mesenquimal mavil,

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos

[20]



Introduccion

es crucial en el desarrollo de metastasis (Li, F., B. Tiede, et al. (2007), Klarmann, G. J., E.
M. Hurt, et al. (2009)). Observaciones recientes, revelan que las caracteristicas del
proceso de EMT y las CSCs estan estrechamente relacionados (Raimondi, C., W. Gianni,
et al (2010)). Como si fuera poco, experimentos de Xenograft en ratones
inmunodeprimidos, han reportado que la subpoblacion de CSCs, presenta una mayor
capacidad en la generacion de tumores en comparacion con su contrapartida de
células diferenciadas (Al-Hajj, M., M. S. Wicha, et al. (2003) Polyak, K. and W. C. Hahn
(2006)).

MicroARNs.

El dogma central de la biologia molecular fue desafiado cuando hallazgos recientes
identificaron un subgrupo de que pequeios fragmentos de ARNs no codificantes, que
poseian la capacidad de regular negativamente genes codificantes de proteinas (Lee, R.
C., R. L. Feinbaum, et al. (1993)). En la actualidad es conocido que estos pequefios
fragmentos de ARN no codificantes son los denominados MicroARNs. Los microARNs
son pequefias moléculas de ARN simple hebra de aproximadamente 22 nt de longitud,
codificados en el genoma de una diversidad de organismos como plantas, animales,
hongos y virus. Es ampliamente aceptado, que los microARNs son moléculas centrales
en la regulacion post-transcripcional, desempefiando su funcién como represores de la
expresion génica (FIGURA 5) (Liu, J., M. Zheng, et al. (2011)). Especificamente,
suprimen la expresidn génica a través de una interaccién por complementariedad de
bases imperfecta principalmente con el 3’ UTR de sus respectivos ARN mensajeros
blancos. Producto de esta compleja interaccidn se pueden disparar alguno de tres
mecanismos generales de represion de la expresion genica, que incluyen la represiéon
traduccional de la proteina, la degradacion del propio ARN mensajero blanco o a la
supresion de la expresion mediante metilacion del ADN (Kusenda, B., M. Mraz, et al.
(2006)). Es interesante, un trabajo publicado en 2005 que menciona que en el genoma
humano se hallarian mas de 1.000 genes de microARNs (Bentwich, I. (2005)),
considerandose que del total de los genes predichos en los animales,
aproximadamente entre el 1-5% codificarian para microARNs. Asimismo, se cree que el
30% de los genes que codifican proteinas son blancos de regulacion por microARNs
(Bartel, D. P. (2004) Kusenda, B., M. Mraz, et al. (2006)). Algunos investigadores
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manejan un porcentaje aun mayor, proponiendo que mas del 60% de los genes
humanos se encuentran bajo control de los microARNs (Friedman, R. C., K. K. Farh, et
al. (2009)). Cada vez es mayor el numero de investigadores interesados en su estudio,
producto del rol esencial que juegan en la regulacién de la expresion génica y de la
capacidad que poseen para modular la expresion de multiples ARN mensajeros
blancos, determinando cdmo y cuando se encienden y apagan. Asimismo, cada vez es
mayor la evidencia que vincula a los microARNs en la regulacién de una gran variedad
de procesos cruciales en la biologia de la célula, incluyendo el crecimiento celular, la
apoptosis, el desarrollo y la diferenciacion entre otros. (Friedman, J. M. and P. A. Jones

(2009))

Biogénesis.

A pesar de que el proceso individual en cada animal puede diferir en algunos detalles
especificos, el proceso bdsico de generacion de los microARNs es compartido en
animales, plantas y hongos. Este proceso consiste basicamente en la transcripcién de
moléculas de ARN bicatenario que posteriormente serdn procesadas en moléculas de
ARN simple hebra mas pequefias. Estas a su vez por complementariedad de bases
mediaran el reconocimiento de una secuencia especifica en el ARN mensajero blanco
conduciendo a la represién de dicho gen (FIGURA 5) (Matzke, M., A. J. Matzke, et al.
(2001)). A pesar de que los microARNs y los pequefios ARN de interferencia (siARNs)
presentan diferencias en multiples aspectos, la maquinaria molecular encargada de
mediar la biogénesis y la accién de los microARNs, comparte gran parte de sus
componentes con la maquinaria molecular correspondiente al ARN de interferencia
(iIARN). El mecanismo evolutivamente conservado que da lugar al microARN maduro
implica dos procesos consecutivos de corte endonucleotidicos precisos, realizados por
las enzimas tipo RNasa lll Drosha y Dicer (Havens, M. A., A. A. Reich, et al. (2012)). Una
vez, generado el transcripto primario por la ARN polimerasa Il (principal ARN
polimerasa de transcripcion de microARNs), los microARNs primarios (pri-miARN)
poseen las propiedades estructurales caracteristicas de los genes de clase Il (caperuza
en el 5’, asi como cola poli(A) al 3’). En el siguiente paso en la biogénesis, el complejo
microprocesador nuclear enzimdtico compuesto por Drosha y DGCR8 (proteina de

union a ARN doble hebra (Pasha)), procesa el transcripto primario del microARN,
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generando una estructura en forma de horquilla de aproximadamente unos 60-100 nt
de longitud. Esta nueva estructura formada producto del primer paso de clivaje, es el
llamado microARN precursor (pre-miARN) (Sibley, C. R., Y. Seow, et al. (2012)
Macfarlane, L. A. and P. R. Murphy (2010)). En el préximo paso, producto de la
interaccion del pre-microARN con el factor de exportacidn nuclear exportina-5 y Ran-
GTP, el microARN es transportado al citoplasma donde continuard su transformacién
en una segunda ronda de clivaje especifico catalizado por la enzima Dicer en el
complejo con TRBP (proteina de union a ARN de doble cadena) (Ladomery, M. R., D. G.
Maddocks, et al. (2011)). Este evento de escisidn dard a lugar a un nuevo fragmento de
ARN doble hebra de unos 22 nt, que estarda compuesto por una hebra guia el microARN
maduro y la hebra* microARN pasajero (Sibley, C. R., Y. Seow, et al. (2012)).
Inmediatamente, el microARN maduro sera incorporado al gran complejo proteico,
denominado complejo silenciador inducido por ARN (RISC), mientras que la hebra de
pasajera sera degradada. EI microARN maduro funcionara como guia del complejo RISC
para el reconocimiento especifico de un grupo de ARN mensajeros blancos
(Macfarlane, L. A. and P. R. Murphy (2010)). RISC podra inhibir la traduccién de
aquellos ARN mensajeros blancos que presenten complementariedad parcial con el

microARN en el 3’UTR.
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Figura 5. Esquema de la biogénesis de los microARNs, el proceso consiste basicamente en la
transcripcion de moléculas de ARN bicatenario que posteriormente seran procesadas en moléculas de
ARN simple hebra mas pequefias. Estas a su vez por complementariedad de bases mediaran el
reconocimiento de una secuencia especifica en el ARN mensajero blanco, conllevando a la represion de
la expresion de dicho ARN mensajero. Se pueden apreciar los tres mecanismos basicos de represion.

imagen modificada y extraida de Winter, J., S. Jung, et al. (2009)

Mecanismos de represion génica.

Los mecanismos utilizados por los microARNs para regular la expresion génica se
encuentran aun en amplia discusién y en pleno estudio. Asimismo, la evidencia
existente acerca del tema menciona cuatro mecanismos generales de represion génica
mas ampliamente aceptados: degradacion cotraduccional de la proteina, inhibicidon de
la elongacion de la traduccion, terminacidn prematura de la traduccién e inhibicion del
inicio de la traduccién (Eulalio, A., E. Huntzinger, et al. (2008)). Los distintos modelos
de represion propuestos se pueden dividir en dos categorias segun ya inicio o no la
traduccién, mecanismos de regulacidon que actlan en la iniciacidon de la traduccién y

mecanismos de regulacidén que actuan post iniciacién de la traduccion.
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- Mecanismos de represién que actian en la iniciacién de la traduccién.
En estos modelos el microARN interfiere muy tempranamente en la traduccidn, antes
de que se conciba la elongacidn. Uno de estos modelos propone que el impedimento
al inicio de la traduccidén estaria mediado por la competencia existente entre la
proteina Argonauta y el factor de iniciacién de la traduccién eiF4E para unirse a la
estructura de caperuza en el 5" UTR del ARN mensajero blanco. Otra variante de este
modelo, implica que la proteina Argonauta recluta especificamente al factor eiF6 y de
esta manera, previene la unién de la subunidad mayor del ribosoma con la menor.
Otro modelo de represion que actua al comienzo de la traduccién, implica nuevamente
a la proteina Argonauta pero esta vez interactuando directamente con el ARN
mensajero previniendo la formacion de la conocida configuracién estructural en loop
cerradoa, necesaria para dar comienzo a la traduccién. Esta variante del modelo
plantea que el impedimento de la formacidn de la configuracién en loop cerrado seria
acompafada de la deadenilacién del ARN mensajero blanco. Finalmente, el ultimo de
los mecanismos planteados de regulacion al inicio de la traduccién, implica el la
desestabiliazacion y decaimiento del ARN mensajero inducido por el microARN,
producto la deadenilacién de la cola poliA y de la eliminacién de la caperuza
“decapping” al 5’ del ARN mensajero blanco (Eulalio, A., E. Huntzinger, et al. (2008)).
- Mecanismos de represién post iniciacién de la traduccion.

Los mecanismos de represidn post-iniciacion de la traduccién, implican que el
microARN reprime la traduccién en la etapa de enlongacion. El primer modelo,
propone que el microARN reprime la traduccién del correspondiente ARN mensajero
blanco, mediante el bloqueo de la elongacién de la traducciéon producto de la
disociacion prematura del ribosoma. Otro modelo implica la degradacién
cotraduccional de la proteina, aunque la traduccion en si no sea inhibida, la cadena
polipeptidica naciente es degradada cotraduccionalmente (Eulalio, A., E. Huntzinger, et
al. (2008)). Resulta fundamental definir y entender el mecanismo de acciéon de los

microARNSs, para la aplicacion y uso potencial en la terapéutica.

MicroARNs y las patologias.
El hecho de que un Unico microARN presente numerosos ARN mensajeros blancos

pertenecientes a una o multiples vias celulares, sugiere que la expresién desregulada
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del mismo, afectard a los procesos en los que participan los productos proteicos de sus
ARN mensajeros blancos. Hoy es conocido, que la desregulacion de los microARNs
afecta multiples procesos bioldgicos celulares que desembocan en eventos patoldgicos
complejos, como las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas,
envejecimiento, desordenes metabdlicos, asi como el inicio y progresion del cancer

(Coppola, V., R. De Maria, et al. (2010) Liang, R., D. J. Bates, et al. (2009)).

MicroARNs y cdncer.

Hoy en dia es ampliamente aceptado, que por su gran importancia en la biologia
normal de la célula, los microARNs juegan un rol esencial en la neoplasia (Turner, J. D.,
R. Williamson, et al. (2010), Sreekumar, R., B. S. Sayan, et al (2011)). Tal es asi, que los
microARNSs al igual que los genes asociados al cancer se clasifican segun funcionen
como oncogenes o como supresores de tumor. Los microARNs oncogénicos (oncomir)
se encontraran sobreexpresados en las células tumorales y tendran por blanco genes
supresores de tumor. Lo opuesto sucede con los microARNs supresores de tumor,
estos se encontraran subexpresados en el tejido tumoral, y tendran por blanco
oncogenes (Wang, D., C. Qiu, et al. (2010)). Una gran masa de trabajos cientificos
evidencia la participacién y modulacién de los microARNs en procesos como el
desarrollo, proliferacién celular, diferenciacion, apoptosis, adhesién celular, migracién
e invasién, angiogénesis, en otros procesos bioldgicos. (Yang, W., D. Y. Lee, et al.
(2011) Li, M., J. Li, et al. (2010)). Estudios de asociacion han encontrado un gran
numero de microARNs que se ubican cercanos o directamente inmersos en regiones
gendmicas estrechamente asociadas al cancer (Calin, G. A., C. D. Dumitru, et al.
(2002)). Una gran masa de evidencia bioldgica experimental en modelos animales,
muestra la asociacion de niveles anormales de expresién de microARNs asociados con
el desarrollo y progresién de canceres humanos. (Takamizawa, J., H. Konishi, et al.
(2004)). Particularmente, se ha comprobado que el mal funcionamiento de un unico
microARN resulta suficiente para causar cancer en ratones (Costinean, S., N. Zanesi, et
al. (2006)). Las nuevas tecnologias gendmicas, han facilitado el estudio de perfiles de
expresion de microARNs, demostrando una desregulacion general de los microARNs en
los tumores humanos (Calin, G. A., C. Sevignani, et al. (2004) Calin, G. A. and C. M.

Croce (2006)). Ha existido un progreso significativo en estos uUltimos afios en relacion a
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la asociacion entre los microARNs y el cancer, gracias al gran avance y la disminucién
de los costos de las tecnologias gendmicas. Estudios a gran escala de perfiles
gendmicos de expresion de microARNs en diversos tipos de tumores, muestran una
estrecha asociacion entre el perfil de expresion de microARNs y el tumor estudiado.
Motivando a que algunos autores lleguen a plantearse la posibilidad de que cada tipo
especifico de cancer pueda ser identificado por un perfil o una firma determinada de
microARNs que se encuentran desregulados. Asi como, una posible clasificacién vy
estratificacion de los distintos tipos de cdncer, basandose en los perfiles de expresion
particular de microARNs de cada tumor (Lu, J., G. Getz, et al. (2005) Calin, G. A. and C.
M. Croce (2006)). Un trabajo muy interesante demuestra que es posible utilizar los
microARNs para distinguir entre distintos tumores, en un estudio comparativo entre
microARNs y ARN mensajeros, se encontré que utilizando la firma del perfil de
expresion de ARN mensajeros se lograba distinguir solo 1 de los 17 carcinomas
estudiados, sin embargo, utilizando el perfil de expresién de microARNs se lograba
distinguir eficazmente 12 de los 17 carcinomas. Esto pone de manifiesto que
efectivamente la utilizacién del perfil de microARNs posee un gran potencial para la
distincidn y estratificacion de distintos tipos de tumores (Lu, J., G. Getz, et al. (2005)

Calin, G. A. and C. M. Croce (2006)), Esquela-Kerscher, A. and F. J. Slack (2006))

MicroARNs y cancer de prostata.

Recientemente se han reportados varios perfiles de expresion de microARNs en
tumores de prostata y todos coinciden en una extensa desregulacidn global de los
mismos (Gandellini, P., M. Folini, et al. (2009)). Ademas, fue demostrado que los
patrones de expresidn diferencial de los microARNs en el cadncer de prdstata, pueden
correlacionarse robustamente con la clinica, utilizdndolos como indicadores de
diagnostico y prondstico (Schaefer, A., M. Jung, et al. (2010)). Existe un gran namero
de microARNs que han sido hallados expresados anormalmente en cancer de préstata,
asociados directamente al desarrollo del mismo. Muchos microARNs (oncomirs) se
encuentran sobreexpresados en el cancer préstata regulando negativamente muchos
genes supresores de tumor, conduciendo al crecimiento tumoral y a la metastasis. Por
ejemplo, dos microARNs que presentan una altisima homologia de secuencia entre

ellos el hsa-mir-221 y hsa-mir-222, han sido reportados sobreexprados en cancer de
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prdstata, encontrdndose directamente relacionados con la metastasis y el crecimiento

kP (Mercatelli, N., V. Coppola, et al.

tumoral a través de la represidn del gen blanco p27
(2008) Sun, T., Q. Wang, et al. (2009)). Otro microARN que presenta funcién oncomir,
es el gen hsa-mir-21, este se encuentra sobreexpresado en el cancer de préstata,
participando en el crecimiento tumoral, asi como en los procesos de invasion vy
metastasis. Ademas, se encuentra reportada la sobreexpresion de este microARN en
lineas celulares de cancer de préstata agresivas como DU145 y PC3. (Li, T., D. Li, et al.
(2009)). Por otro lado, el rol tumor supresivo de los microARNs en el cancer de
prostata se encuentra asociado con la habilidad de interferir con la migracién celular y
la invasidn, asi como mediar o promover la apoptosis celular. De hecho, la perdida de
microARNs supresores de tumor es un mecanismo bastante comun asociado al cancer
de prostata. Por ejemplo, la pérdida del locus del hsa-mir-101 asociado a la
sobreexpresion del gen EZH2, se encontrd en un 37.5% de muestras clinicas de cancer
de proéstata localizado y en un 66.7 % de muestras de cancer de prdstata metastdsico.
Asimismo, la sobreexpresion del hsa-mir-101 se encuentra asociada con niveles bajos
de EZH2, asi como con la supresidn del crecimiento y de la invasividad en células de
PCa (Varambally, S., Q. Cao, et al. (2008) Pang, Y., C. Y. Young, et al. (2010)). Otro
ejemplo de microARN supresor de tumor es el hsa-mir-126, la transfeccion y
sobreexpresién de este microARN en la linea celular LNCaP, conllevé a la reduccién
significativa de la proteina SLC45A3. Esta proteina es identificada por su capacidad de
promover e inducir la motilidad celular y la invasion (Musiyenko, A., V. Bitko, et al.

(2008)).

MicroARNs y células madre de cdncer.

Como ya fue mencionado en un apartado anterior, las principales caracteristicas de las
células madre son su capacidad de auto-renovacién y diferenciacion en multiples
linajes celulares. Asimismo, los mecanismos involucrados en el mantenimiento de la
auto-renovacién y la diferenciaciéon en las células madre son muy complejos. Como
también ya fue comentado, se ha demostrado un rol crucial de los microARNs en una
amplia gama de procesos bioldgicos, sugiriendo que estos también podrian
desempefiar un papel esencial en biologia de las células madre, especificamente en la

auto-renovacién y diferenciacion. Llamativamente, se haencontrado que un gran
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numero de microARNs determinados como oncogénicos en estudios de cancer, se
expresan en condiciones normales en etapas tempranas del desarrollo de células
indiferenciadas, al mismo tiempo que se observa que su expresién se encuentra
reprimida en el tejido diferenciado. Lo opuesto también sucede para los microARNs
supresores de tumor. Una evidencia directa de la importancia de la participacién de los
microARNs en la diferenciacion, es el fenotipo observado al reprimir en ratones la
proteina Dicer. La alteracidon de la funcidon de la proteina Dicer en células madre
embrionarias murinas, provocd una profunda alteracién en el procesamiento de los
microARNs que afecté en gran medida su capacidad para diferenciar. (Murchison, E. P.,
J. F. Partridge, et al. (2005)) Asimismo, en un trabajo de 2008 donde se realizd la
cuantificacion de la expresion en todo el genoma de microARNs y ARN mensajeros, en
células madre embrionarias de ratén y tejidos embrionarios somaticas; establecieron
la existencia de una firma de expresiéon génica diferencial de microARNs entre las
células madre embrionarias de ratdn y tejidos diferenciados (Yi, R., M. N. Poy, et al.
(2008)). Por otra parte, algunos microARNs se expresan especificamente en las células
madre y controlan la auto-renovacién y diferenciacion mediante la regulacién negativa
de la expresion de ciertos genes blancos clave. Por ejemplo, el hsa-mir-495 se
encuentra subexpresado en las células madre del cdncer de mama promoviendo la
oncogénesis y la resistencia a la hipoxia a través de la represion de la E-cadherina y
REDD1. (Hwang-Verslues, W. W., P. H. Chang, et al.) Otro ejemplo que evidencia la
gran importancia de los microARNs en la CSC, se observd al estudiar el efecto de la
sobreexpresidn del microARN supresor de tumor hsa-mir-34a, en las células CSC de
PCa CD44". Se observé que la sobreexpresion de dicho microARN provoca la inhibicién
de la expansion clonogénica, asi como la regeneracién del tumor y la metastasis en las
células CSC de PCa CD44". El estudio muestra que el hsa-mir-34a es un regulador
negativo de CSC CD44", convirtiéndose en un posible nuevo agente terapéutico contra
las células madre cancerosas de prostata. (Liu, C., K. Kelnar, et al. (2011)) En otro
trabajo reciente, se estudio la expresidn ectépica del hsa-mir-34c, observandose que
producto de la sobreexpresion del microARN, se produjo una reduccion de Ia
capacidad de auto-renovacion y la inhibicidn de la transicién epitelial mesenquimal de
las células iniciadoras de tumor de mama. Interesantemente, se identificé un sitio CpG

hipermetilado en la regién promotora del gen hsa-mir-34c, que contribuye a la
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explicacion de la represion de la transcripcion del microARN supresor de tumor hsa-
mir-34c en las células iniciadoras de tumor de mama (Yu, F., Y. Jiao, et al. (2012)). Este
trabajo muestra directamente como la alteraccion epigénetica de un microARN,
conduce a la adquisicén de un fenotipo de tipo célula madre. En otro estudio reciente
donde trabajaron con células de carcinoma hepatocelular obtuvieron interesantes
resultados. En este estudio se compararon los perfiles diferenciales de microARNs de
las subpoblaciones de células CSC CD133" y no CSC CD133  de carcinoma hepatocelular
primario. Producto de esta bisqueda encontraron 5 microARNs sobreexpresados en la
subpoblacién de células no CSC CD133", uno de ellos es el hsa-miR-150. Mediante el
estudio de los genes blancos, se establecié que el hsa-mir-150 interactua directamente
con el 3'UTR del ARN mensajero de c-Myb. Asimismo, se demostré que la
sobreexpresién del hsa-mir-150 regula la represion del gen c-myb. Ademads, se
comprobé que la sobreexpresién del hsa-mir-150 conduce a una reduccion significativa
de las células CSC CD133", acompafiado de una inhibicién significativa del crecimiento
celular y de la formacion de tumoresferas. En conjunto, estos resultados demuestran
gue el hsa-mir-150 se encuentra involucrado en el proceso de auto-renovacion de las
CSC de higado, mediante la modulacién del gen blanco c-Myb. (Zhang, J., N. Luo, et al.
(2012)). Resumidamente, la evidencia presentada manifiesta un rol clave de los
microARNs en la biologia de la CSCs. Asimismo, muestra el potencial que posee un

Unico microARN en la modulacién del fenotipo de las células.

MicroARNs como Biomarcadores.

En este complejo escenario, los microARNs surgen como buenos candidatos para su
uso como biomarcadores. Para poder utilizarlos como biomarcadores, deberdn ser
medidores objetivos de caracteristicas bioldgicas, que permitan diferenciar entre la
situacion normal y la patoldgica, cancer. Las propiedades que resultan esenciales en un
biomarcador son: especificidad, reproducibilidad, sensibilidad, facil acceso para el
muestreo (no invasivo), estabilidad, facil deteccién del mismo, asi como una
correlacién robusta con el estado, progreso o respuesta al tratamiento de la
enfermedad. Los microARNs poseen las propiedades ideales de un biomarcador. En
primer lugar, su expresidon se haya frecuentemente desregulada en la mayoria de las

patologias humanas. En segundo lugar, numerosos reportes muestran que los
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microARNs pueden ser utilizados para la estratificacidn, seguimiento, pronéstico, e
incluso terapéutica del cancer (Calin, G. A. and C. M. Croce (2006) Lawrie, C. H., S. Gal,
et al. (2008), Metias, S. M., E. Lianidou, et al. (2009)). Ademas, los patrones
diferenciales de expresién de los microARN permiten realizar correlaciones a nivel
tejido especifico (Lu, J., G. Getz, et al. (2005)), y por lo tanto, realizar el diagndstico
diferencial del origen del tumor. En tercer lugar, desde hace poco se sabe que los
microARN circulan en el plasma, suero y orina. Esto permitiria monitorear los niveles
de microARN en sangre, de manera poco invasiva para el paciente y con bajos costos
para el sistema de salud. En cuarto lugar, los niveles de los mismos en sangre se
mantienen estables por periodos de tiempo considerables. Multiples trabajos ofrecen
diferentes evidencias que apoyan y explican la estabilidad en sangre reportada para los
microARNs. (Valadi, H., K. Ekstrom, et al. (2007), Taylor, D. D. and C. Gercel-Taylor
(2008)). En quinto lugar, la cuantificacién de microARNs es un método estandarizado y
de facil implementacién en el laboratorio de biologia molecular (Gilad, S., E. Meiri, et
al. (2008) Weber, J. A., D. H. Baxter, et al.(2010)). Finalmente, muy recientemente
comenzaron a publicarse estudios que demuestran robustas correlaciones entre los
niveles de microARNs en sangre con la clinica del paciente (estratificacidn, pronéstico,
respuesta terapéutica) para diversas patologias, evidenciando asi el importante valor
clinico de los microRNAs circulantes. Ademas, existen estudios de este tipo ya en fase
clinica, relacionados con sepsis, curso clinico y evaluacién del pronéstico del paciente

(http://clinicaltrials.gov). En conclusién, todas las caracteristicas descritas

anteriormente posicionan a los microARNs como prometedores biomarcadores en

cancer y los hacen prometedores blancos de terapéutica.
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Antecedentes.

Antecedentes del trabajo.

En el marco de su estadia de formacion posdoctoral la Dra. Duhagon trabajo en la
identificacion de microARNs que intervienen en la diferenciacion de células madres en
el cancer de prdéstata. Con el objetivo de investigar microARNs que regulan la
diferenciacion de las células madre de cancer de préstata, utilizdé un modelo
desarrollado previamente en NCI-Frederick (Duhagon, Hurt et al. 2010) . Este modelo
consiste en el aislamiento de células madre de cdncer a partir de lineas celulares y
cultivos primarios de pacientes, mediante cultivo en un medio selectivo para
“prostatoesferas” que permite su crecimiento en suspensién independientemente de
anclaje. La exposicién de estas células a suero fetal bovino durante 24h, induce la
diferenciacién temprana de estas CSCs (FIGURA 6), proceso puede seguirse

morfoldgicamente puesto que provoca la adhesion de las células a la superficie de

cultivo.
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Figura B. Diferenciacién in vitro de CSCs de prdstata (prostatoesferas). Se muestran cuatro lineas
celulares de prdstata creciendo como esferas en medio selectivo para crecimiento de CSCs en los
paneles superiores (“Sphere SCM-1%KO”). Los paneles inferiores muestran la diferenciacion
correspondiente con la adhesién a la superficie del frasco de cultivo luego de 24 horas de exposicién a
FBS (“Adherent SCM-1%FBS”). Lineas celulares de PCA: LNCaP, DU145 y PCSC-1 y PCSC-2 (lineas

primarias de tumores de prdstata de dos pacientes terminales).

El modelo de diferenciacién utilizado fue validado mediante estudios de transplante
subcutaneo en ratones (NOD/SCID) que demostraron que las prostatoesferas son
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efectivamente mas tumorigénicas que su contraparte de células adherentes
diferenciadas con suero luego de 24h (FIGURA 7A). Del mismo modo, se realizaron
estudios de expresidn génica con microarreglos (FIGURA 7B) que revelaron que de las
prostatoesferas y su contrapartida de células adherentes diferenciadas, se encuentran
en agrupamientos distintos separados en base a listas de genes implicados en la
biologia de las CSCs. Los perfiles de expresién génica sustentan el modelo de estudio

basado en la diferenciacién de las prostatoesferas en presencia de suero (Figura 7B).
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Figura 7. A. Experimentos de xenotransplante en ratones inmunodeprimidos. Se muestran las curvas
de sobrevida de Kaplan-Meier, correspondiente a la inyeccion subcutanea (en los flancos del ratén) de
100 células provenientes de esferas o de células adherentes luego de 24 horas de induccién con 1% de
FBS para LNCaP. B. Andlisis de cluster no supervisado basado en genes de CSCs mostrando la agrupacion
de las esferas y de las células adherentes en clister separados. (A) células adherentes, (S)

prostatoesferas.

Con el objetivo de identificar microARNs involucrados en este proceso de
diferenciacién, se extrajo ARN total de las prostatoesferas y de las células adherentes
diferenciadas, para ser estudiado en microarreglos de microARNs (Exigon). Los
microARNs que fueron diferencialmente expresados en la diferenciacidn, fueron luego
validados por gRT-PCR, utilizando sondas de Qiagen (miScript system). Uno de los
genes pocos microARNs que pudo ser validados fue hsa-mir-301b (FIGURA 8), el cual

resulté reprimido a las 24h de la adicion de suero.
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Figura 8. Cuantificacion relativa por gRT-PCR ((S) prostatoesferas / (A) células adherentes) del nivel del

hsa-mir-301b en las cuatro lineas celulares analizadas.

La sobreexpresidn del hsa-mir-301b observada en las CSCs aisladas de LNCaP mediante
la utilizaciéon de marcadores de superficie de CSCs como CD44 y CD24 (FIGURA 9A), es
otra evidencia acerca de la funcién que cumple este microARN en el estado
indiferenciado de las CSCs. Otra evidencia que a favor de hsa-mir-301b como oncomir,

es la correlacion positiva entre su expresion y la agresividad de la linea celular de PCa

(FIGURA 9B).
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Figura 9. Cuantificacion relativa por qRT-PCR (“S” o esferas / “A” o adherentes) del nivel de hsa-mir-

301b en (A) La poblacién de células con fenotipo inmunolégico CD44+24- que han sido evidenciadas
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como CSCs. (B). Diferentes lineas celulares de prdstata normal (PrE, RPWE) y tumorales (LNCaP, DU145,

PCSC-1y PCSC-2) ordenadas de izquierda a derecha por grado creciente de malignidad.

Posteriormente, se utilizd la estrategia de estudio de ganancia de funcidn estable,
mediante la transfeccidon de vectores que sobreexpresan o inhiben el hsa-mir-301b

(FIGURA 10).
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Figura 10. Sobreexpresion del hsa-mir-301b con vectores lentivirales en dos de las lineas de cancer de

prostata LNCaP y DU145. Cuantificacidn por qRT-PCR utilizando el sistema de MiScript (Qiagen).

Simultdneamente, se ensayd la modulacion transitoria por transfeccion de mimics o
SiRNA via el sistema Miridian de Dharmacon. Estos abordajes experimentales
permitieron determinar que el hsa-mir-301b efectivamente modula la diferenciacién
del modo esperado por la hipdtesis, es decir, que la sobreexpresion del hsa-mir-301b

inhibe la diferenciacion de las prostatoesferas (FIGURA 11 Ay B).
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Figura 11. Inhibicién de la diferenciacion las lineas celulares DU145 y LNCaP cuando se sobreexpresa

el hsa-mir-301b.

Por Gltimo, mediante ensayos de invasién en camaras de cultivo (Matrigel™ Matrix

Basement Membrane), se determind que la sobreexpresion del hsa-mir-301b conduce

a un notable incremento de la invasividad de las células (FIGURA 12).
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Figura 12. Efecto la sobreexpresion de miR-301b sobre la capacidad de invasion de las células. Se
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contaron las células invasivas en ensayos in vitro en cdmaras de invasion con matrigel. Los nombres de

las lineas celulares ensayadas se indican arriba.

En suma, hsa-mir-301b es un microARN que se expresa preferentemente en las células

madre de cancer de préstata y se reprime luego de la diferenciacidon inducida por

suero. Por otro lado, su expresidn aumenta con la agresividad de las lineas celulares

ensayadas. Finalmente, la induccién de su sobreexpresion da lugar a la inhibicidn de la

diferenciacién, y a un incremento importante en la invasibidad. Tanto los datos de

expresion como los fenotipos encontrados lo definen un comportamiento un posible

oncogen en PCa. El objetivo de esta Tesina fue continuar el estudio del papel de hsa-

mir-301b en PCa.
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Antecedentes del hsa-mir-301b.

El hsa-mir-301b es un microARN codificado en el genoma humano (FIGURA 13), fue

encontrado en Berezikov, E., G. van Tetering, et al. (2006).
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Figura 13. Se muestra la estructura en horquilla del pre-microARN del hsa-mir-301b, en rosado se
observa la secuencia del microARN maduro. La imagen fue extraida de la base de datos de microARNs

MirBase (http://www.mirbase.org/).

Especificamente es un microARN intréonico (miRtron) que forma parte de una de las
variantes de corte y empalme (PPIL2-002) de la proteina Peptidil-prolil cis-trans
isomerasa tipo 2, PPIL2, especificamente se encuentra ubicado en el primer intrén. En
la FIGURA 14 podemos ver la ubicacién cromosémica del microARN en el cromosoma
22, ademas podemos visualizar la ubicacidn precisa del microARN en el primer intrén
del transcripto primario. Esta proteina se encuentra ubicada en el cromosoma 22 brazo
g regidon 11.21. La proteina PPIL2 es miembro de la familia de las ciclofilina isomerasas
peptidilprolil. Las ciclofilinas son una familia muy conservada, los miembros de esta

familia juegan un papel muy importante en el plegamiento de proteinas.
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Figura 14. Se muestra la ubicacion gendmica del gen del hsa-mir-301b, se puede ver resaltado en

verde al microARN y en azul se observa al transcripto PPIL2-002. Se puede apreciar como el hsa-mir-
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301b forma parte del primer intrén de dicho transcripto. Imagen fue extraida de

http://www.ensembl.org.

El hsa-mir-301b se encuentra en un cluster constituido con el hsa-mir-130b, este se
encuentra corriente arriba en el mismo gen de PPIL2, formando parte de un exon. El
microARN hsa-mir-301b es miembro de la familia de microARNs mir-130, esta familia
en el humano esta compuesta por los microARNs hsa-mir-130a, hsa-mir-130b, hsa-mir-
301a y el hsa-mir-301b. A partir del alineamiento de las secuencias del precusor de
microARNs de los microARNs de la familia mir-130 realizado en el programa ClustalW
(resultados no mostrados), podemos observar que con el miembro de la familia con el
gue posee mayor homologia en la secuencia del microARN maduro, es con el hsa-mir-
301a, especificamente varian en dos bases. Teniendo en cuenta que los microARN
reconocen a sus genes blancos moleculares por complementariedad de bases, es muy
porbable que con el gen hsa-mir-301a comparta genes blancos. De hecho, en la
busqueda de genes blancos con el predictor de genes blancos de microARNs Target

Scan (http://www.targetscan.org/ (Garcia, D. M., D. Baek, et al. (2011)), se observé

gue estos dos microARNs presentan una gran cantidad de genes predictivos blancos
compartidos (resultados no mostrados). Es interesante mencionar que no existe,
practicamente evidencia relacionada a este microARN en la bibliografia.
Especificamente, existen solo dos trabajos publicados asociados a este microARN. Uno
de ellos trabajaron en la busqueda de diferentes perfiles de expresion entre células de
cancer de colon sin metastasis linfatica y células control, mediante la utilizaciéon de
ensayos de microarreglos validados por gRT-PCR. Como resultado de este estudio
encontraron 14 microARNs involucrados con el cancer de colon. Entre estos se
encuentra el hsa-mir-301b, especificamente se encuentra sobreexpresado en cancer
de colon. (Wang, Y. X,, X. Y. Zhang, et al., (2010)). Interesantemente, este resultado se
encuentra en concordancia con los resultados reportados en los antecedentes de este
trabajo, donde se propone que el hsa-mir-301b actuaria como oncomir. No obstante,
otro trabajo reciente del 2011 muestra evidencia contraria, marcando una funcién
tumor supresora del hsa-mir-301b. Especificamente, en el estudio se comparan los
perfiles de expresion de microARNs entre linfoma folicular e hiperplasia folicular.

Como resultado de este analisis hallaron al hsa-mir-301b subexpresado en asociaciéon
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con el linfoma folicular. (Wang, W., M. Corrigan-Cummins, et al. (2011)). La falta de
trabajos acerca de este microARN no permiten identificarlo definidamente asociado

con una funcién como oncomir o tumor supresor.
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Objetivos

Objetivo general.

Comprender el rol del hsa-mir-301b desregulado en cancer de prdstata en el origen y

el mantenimiento del fenotipo tumoral.

Objetivos especificos.

1. Determinar el efecto de la sobreexresién del hsa-mir-301b en la proliferacion celular

en lineas celulares de cancer de prdstata (DU145 y LNCaP).

2. Identificar posibles genes blancos de acciéon del hsa-mir-301b vinculados con el

cancer de préstata.

Hipétesis del trabajo.

El microARN hsa-mir-301b se encuentra desregulado en el cadncer de préstata,
contribuyendo al desarrollo y mantenimiento del fenotipo de tipo célula madre, en las

células madre de cancer de prdstata.
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Materiales y Métodos:

Lineas celulares:
Las lineas celulares de cancer prdstata (PCa) seleccionadas para realizar este trabajo,

son LNCaP y DU145.

La linea celular LNCaP fue adquirida del repositorio celular de la compaiia ATCC
(Manassas, Virginia, EEUU). Es una linea celular humana derivada de un carcinoma de
prostata, especificamente de un sitio de metastasis de la regidon supraclavicular
izquierda del nodo linfatico. Estas células fueron extraidas en 1977 de un hombre
adulto caucdsico de 50 afios. Estas células presentan una morfologia de tipo epitelial
(FIGURA 15) y son tumorigénicas en ratones inmunodeprimidos. Presentan reactividad
positiva para receptor de andrégenos y para receptor de estrégenos, respondiendo a
la 5-alfa-dihidrotestosterona con una modulacion de su crecimiento. El andlisis
citogenético evidencia que es una linea celular tetraploide donde mayoritariamente las

células presentan 84, 86 y 87 cromosomas (http://www.iclc.it/listanuova.html).

Figura 15. Imagen de microscopia dptica de las dos lineas celulares elegidas para el desarrollo del

trabajo (http://www.iclc.it/listanuova.html). Aumento 20x.

La linea celular DU145 fue también adquirida en ATCC. Es una linea celular humana
proveniente de un carcinoma de prdstata, especificamente, de un sitio de metastasis
en el cerebro. Fue extraida de un hombre adulto caucasico de 69 afios. Estas células
presentan una morfologia de tipo epitelial (FIGURA 15) y son tumorigénicas en ratones

inmunodeprimidos. No responden a hormonas y no expresan antigeno prostatico
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(PSA). El analisis citogenético evidencia que sus células son triploides, presentando

mayoritariamente 61 y 62 cromosomas (http://www.iclc.it/listanuova.html).

Vector lentiviral:

Las lineas celulares transfectantes utilizadas en este trabajo (LNCaP y DU145) fueron
generadas por la Dra. Duhagdn, utilizando un vector lentiviral (FIGURA 16) obtenido de
forma comercial en GeneCopoeia (miExpress precursor expression clones, pEZX-
MRO1). Este es un vector disefiado para dirigir la expresion de ARNs precursores del
microARNs. Contiene ademas el gen reportero de la proteina verde fluorescente
eucariotica (eGFP), que es util para el monitoreo de la transduccién y el seguimiento
de las células en diversas aproximaciones experimentales. El microARN precursor del
hsa-mir-301b de aproximadamente 60 nucleétidos fue clonado dentro del vector. Para
controlar los experimentos realizados con este vector, utilizamos un vector control
idéntico al descrito anteriormente, excepto por la sustitucion de la secuencia del
precursor de hsa-mir-301b por una de 60 nucledtidos al azar que no se encuentra
codificada en el genoma. Tanto la expresién del precursor del hsa-mir-301b como la
del control, se encuentra gobernada por el promotor del gen para la histona H1. Este
es un promotor fuerte que asegura su expresion constitutiva. Ademas, este vector
presenta un gen de resistencia al antibidtico Neomicina, que permite realizar la
seleccion especifica de las lineas celulares transfectantes, asi como asegurar la
seleccion de aquellas lineas que hayan integrado el vector de forma estable. Esta
construccion se integra en el genoma de forma estable, permitiendo la expresién
constitutiva del microARN en estudio. La transfeccidn estable nos permitd realizar
ensayos de mas de una semana, manteniendo la expresiéon del microARN dirigida por

el vector.
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Figura 16. Esquema del vector lentiviral con el cual fueron transfectadas las lineas celulares de cancer

de prdstata (http://www.genecopoeia.com/product/mirna/precursor.php).

Medio de cultivo:

Para el cultivo de las lineas celulares de PCa LNCaP y DU145 utilizadas para este
estudio, se seleccion6 el medio de cultivo comercial RPMI 1640 R7755, tal como lo
indica el repositorio celular ATCC y la literatura. Al mismo se le adicioné 2.0 g/L de
Bicarbonato de Sodio, 0.3 g/L Glutamina, 10% de Suero Fetal Bovino (F.B.S.)
descomplementado, 1% de Penicilina y Estreptomicina (100 U/mL y 100 pg/mL
respectivamente). Se ajustd el pH dentro del rango de pH = 6.9 + 0.3. Al medio de
cultivo RPMI 1640 R7755 mas lo suplementado, le llamamos medio RPMI 1640
completo. Para preparar un litro del medio RPMI 1640 completo, se pesé 10.3 g de
RPMI 1640 R7755, 0.3 g de L-Glutamina y 2.0 g de Bicarbonato de Sodio. Esta mezcla
fue disuelta en 890 mL de H,O0 mQ mediante mezclado con pastilla magnética. A
continuacion, se midié el pH de la solucién con pH-metro. En caso de presentar un pH
dentro del rango de 6.9 + 0.3, pasabamos al siguiente paso. En el caso contrario,
procediamos a llevar el pH de la solucién dentro del rango de pH deseado. El pH era
corregido adicionando soluciones de HCl 1IN o NaOH 1N. Luego, en condiciones de
esterilidad en campana de flujo laminar, se procedidé a filtrar la solucién con una
premembrana de 0.8 um y posteriormente en membrana 0.22 um. Consecutivamente,

se agregd 100 mL Suero Fetal Bovino descomplementado y 10 mL de antibidtico
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Penicilina y Estreptomicina (100 U/mL y 100 ug/mL respectivamente). Finalmente, el

medio de cultivo RPMI 1640 completo se almacend y mantuvo en la heladera a 42C.

Descompletacion del Suero Fetal Bovino:

Para inactivar los factores del complemento presentes en el suero fetal, se descongeld
una botella de suero a 372C, luego se aumentd la temperatura del bafio de agua hasta
569C; una vez alcanzada esta temperatura, se incubd durante 45min. A continuacion,
se enfrid la botella en bafio de hielo y se alicuotdé convenientemente para almacenar

en freezer a -20°C.

Descongelado de crioviales:

Para almacenar células por largos periodos de tiempo, se utilizaron crioviales de 1.4 mL
con medio RPMI 1640 completo, suplementado con un 10% de DMSO y un millén de
células en fase exponencial de crecimiento. Para descongelar células almacenadas a -
802C o en nitrégeno liquido, se coloco el criovial en bafio de agua a 379C. Una vez
descongelados los crioviales, el contenido es inmediatamente trasvasado a tubos
estériles de 15 mL, a los que se aflade 5 mL de medio RPMI 1640 completo,
precalentado a 372C. Se centrifuga a 1200 revoluciones por minuto (rpm) durante 5
minutos. Luego, se aspira el medio utilizando una bomba de vacio, cuidando de no
arrastrar el pellet. A continuacidn, se resuspende el pellet en 9 mL de medio RPMI
1640 completo y se trasvasa a frascos de cultivo celular estériles de 25 cm?, con la
superficie tratada para adhesién. Finalmente, se colocan los frascos horizontalmente
en una incubadora a 372C, a una atmdsfera de presidn, con una concentracion de CO,

del 5% y 95% de humedad.

Mantenimiento del cultivo:

Rutinariamente, se observd y evalud al microscopio el crecimiento y apariencia de las
células en cultivo. Se realizaron cambios del medio cultivo, una vez cada 2 o 3 dias, en
funcién de la densidad celular del cultivo y del color del medio que contiene un
indicador colorimétrico de pH. El medio RPMI 1640 completo pasa del color rosado-

rojo (rojo fenol pH 7.4), a un tono naranja amarillento pH alrededor de 6.5.
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Subcultivo o Repique de la monocapa de células:

Una vez alcanzado un 80% de confluencia en la monocapa celular, se realizaron
subcultivos para mantener el cultivo en crecimiento. En primera instancia, se observo
al microscopio déptico el correcto crecimiento y apariencia de las células en la botella
de cultivo, que para estas células consiste en la formacidn de una monocapa continua
y uniforme. Con una pipeta de 1 mL y una bomba de vacio, se descarté el medio de
cultivo de la botella. Seguidamente, se realizaron 2 o 3 lavados con 5 mL de PBS 1X y se
adiciond una solucidn de tripsina 0.25% en cantidad suficiente para cubrir la monocapa
celular. En un lapso de entre 5 y 15 minutos, se aprecian los signos de
desprendimiento celular de la monocapa por observacién al microscopio;
inmediatamente, se agregan 5mL de medio RPMI 1640 completo para inactivar a la
tripsina. Posteriormente, se pipetea enérgicamente para deshacer los acimulos
celulares no deseados, se transfiere todo el contenido a un tubo estéril de 15mL y se
centrifuga a 1200 rpm durante 5 minutos. A continuacién, se descarta el medio
sobrenadante con una pipeta estéril conectada a una bomba de vacio. Luego se
resuspende el pellet con 5 mL de medio RPMI 1640 completo hasta obtener una
solucion celular homogénea. Para el recuento celular se utiliza Azul de Tripano al 0.4%
en PBS 1X, que colorea las células muertas, permitiendo asi distinguir las células
viables de las que no lo son. Para esto, se toman 20 uL de células (que se van a
descartar), y se mezcla en un tubo de 1,5 mL con 20 pL de solucion de Azul de Tripano.
Se colocan 10 pL de esta nueva suspensién en cada lado del hemocitdmetro para
realizar el recuento del modo que se explica en el siguiente apartado. Una vez
realizado el recuento, tomamos la alicuota de la suspensién celular inicial que contiene
el numero de células que deseamos subcultivar y le agregamos el volumen de medio,
necesario para obtener una suspensién de 10 mL en el frasco de cultivo de 25 cm?.
Finalmente, se deja el frasco incubando en estufa a 372C, a una atmodsfera de presion y

una concentracion de CO, del 5% y 95% de humedad.
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Recuento en camara de Neubauer:

Al observar al microscopio la cdmara de Neubauer, se puede apreciar que esta
presenta una cuadricula conformada por 9 cuadrados grandes, cada uno subdividido
en otros 16 cuadrados pequefios. El volumen sobre cada uno de estos 9 cuadrados
grandes, es aproximadamente de 0.1 uL. Para realizar el recuento celular, se utilizan
los dos cuadrados grandes a cada lado de la cdmara, de manera que se realizan cuatro
determinaciones del niumero de células en el cuadrado grande, cuya media sera el
numero de células en 0.1 pL de la suspension de células en Azul de Tripano. 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 calcula el niumero de células por mL presentes en la

suspension original.

Congelado de células en crioviales:

El congelado de células permite almacenar células de un cultivo por tiempos
prolongados. Las células se almacenaron cuando el cultivo alcanzd un 80% de
confluencia en la monocapa celular. En primera instancia, se verific6 que por
observacion al microscopio éptico el cultivo crecid normalmente y se procedid al
desprendimiento de células por tripzinacién, tal como se explicé anteriormente para el
subcultivo. Luego de contadas las células en el hemocitémetro, se toma una alicuota
de la suspensién celular que contenga entre 1 a 2x10° células/vial. Se adiciona medio
de congelacion de modo que cada vial resulte en un volumen final de
aproximadamente 1.4 mL de medio RPMI 1640 completo, suplementado con 5% de di-
metil-sulféxido (DMSO) como agente crioprotector. Para ello realizamos una solucion
de congelado, esta consta de medio RPMI 1640 completo suplementado con 10%
DMSO. Con esta solucidn, realizamos una dilucidon 1:1 con la suspension celular, para
que finalmente obtengamos el porcentaje deseado de 5% de DMSO en la solucién
final. Seguidamente, se colocd los crioviales en un recipiente con alcohol isopropilico,
gue permite la disminucion gradual y controlada de la temperatura (12C/min) cuando

se coloca en un freezer -802C. Luego, se mantienen los crioviales durante por lo menos
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un dia en el freezer -809C, para finalmente trasladarlos a cdmara con nitrégeno liquido

a -180°C.

Seleccion de las células transfectantes con el antibiético

Neomicina:

Siguiendo el protocolo de descongelado descrito anteriormente, se descongelaron
crioviales de las lineas celulares DU145 normales (wild type), es decir no transfectadas;
transfectadas con el vector lentiviral conteniendo el precursor hsa-mir-301b, y células
transfectadas con el vector lentiviral control, conteniendo la secuencia al azar. Estas
lineas celulares habian sido preparadas en un trabajo previo por Duhagon, pero el
proceso de selecciéon con antibiético no habia sido finalizado al momento que se
hicieron los crioviales. De modo que, en este trabajo se termind la seleccién y se
evaluo la expresién del hsa-mir-301b al final de proceso. A continuacién, se colocaron
a incubar a 372Cy 5 % de CO, durante 24 horas, en botellas para cultivo celular de 75
cm? para células adherentes, con 25mL de medio RPMI 1640 completo. Luego de
transcurridas 48 horas, se agregd a las botellas en cultivo 125uL de Neomicina
(100mg/mL), para llevar a cabo el proceso de seleccion. El proceso de seleccion
conduce a la muerte a aquellas células que no poseen el vector lentiviral que confiere
la resistencia al antibidtico. A continuacion, se evalué al microscopio éptico la
evolucion de cada transfectante cada 24hs. Tanto, los cambios de medio como los
subcultivos necesarios se realizaron de manera convencional. El procedimiento de
seleccion con Neomicina se continud durante dos semanas. Al finalizar el proceso de
seleccion, se realizaron los crioviales correspondientes para las variantes
transfectantes DU145, hsa-mir-301b y control. Estas lineas celulares fueron utilizadas

durante el desarrollo de este trabajo.

Prueba de deteccion de Mycoplasma:

Las distintas lineas celulares utilizadas en este trabajo fueron rutinariamente
analizadas para la deteccion de Mycoplasma, utilizando 2 kits basados en la

amplificacion por PCR de secuencias especificas: un kit comercial denominado

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos

[48]



Materiales y Métodos

MycoQuick (System Bioscience, Inc.) y un kit no comercial que nos fue cedido por un

laboratorio colaborador que lo emplea rutinariamente.

Deteccion de Mycoplasma utilizando el A/t MycoQuick:

Se partié de una muestra directa del medio de cultivo adicionado al menos 2 dias antes
en el cultivo a analizar. Se colecté 1.5 mL de medio realizando un pequefo raspado de
la monocapa celular con el fin de levantar algunas células. La muestra fue centrifugada
a 13.000 rpm durante 5 minutos y se descartd el sobrenadante. El pellet fue lavado
una vez con 0.5 mL de PBS 1X. Seguidamente se adiciond pipeteando y mezclando
suavemente 100 uL del Buffer de Lisis de MycoQuick; esta solucién se dejé incubar 5
minutos a temperatura ambiente. A continuacidn, se pasé a incubar a bafio de agua a
952C durante 5 minutos. Posteriormente, se centrifugd el lisado a 13.000 rpm durante
5 minutos y el sobrenadante resultante de la centrifugacidn se pasé a un tubo nuevo y
se almacend a -202C. Se tomaron 2 L de este sobrenadante como molde para utilizar
en la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).

Las reacciones de PCR se realizaron en 25 uL de volumen final conteniendo: 2 ulL de
molde, los oligonucledtidos cebadores suministrados por el kit de deteccién, 1x del
tampon STR 10x (PROMEGA Corp.) compuesto de KCl 500 mM; Tris-HCI 100mM pH 9;
MgCl, 15 mM; Triton®X-100 1%; dNTPs 2 mM de cada uno, 0,25 U de enzima Taq
polimerasa (Gibco BRL Life Technology Corp. o Fermentas) y el volumen necesario de
H,O tratada con luz UV para completar 25 uL finales de reaccidn. Previo calentamiento
de la muestra a 95°C durante 30 seg, se realizaron 40 ciclos de amplificacion, en los
cuales la temperatura alternd en tres etapas sucesivas. El primer paso a 95°C durante
30 seg para la desnaturalizacidon del ADN. El siguiente para la hibridacién especifica de
los cebadores a 562C durante 30 seg. El tercer paso del ciclo, a 682C durante 30 seg
permite la polimerizacién de los nucleétidos en la hebra copia del molde por la enzima.
Al finalizar el ciclado, los tubos se incubaron a 682C durante 5 minutos, lo que asegura
una polimerizacién completa de todos los fragmentos.

Los fragmentos de ADN obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
2.5%, porcentaje adecuado para resolver las moléculas de ADN del rango de tamafio
esperado. Los geles fueron preparados en tampdn TAE 1X (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1
mM pH 8), y este mismo tampdn fue utilizado como tampdn de corrida. Las corridas
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electroforéticas se realizaron a 5 V/cm y se visualizaron en transiluminador UV previa

tincion del gel con bromuro de etidio 0,5 pg/mL o Good View 0.5 pg/mL final.

Deteccion de Mycoplasma utilizando el /it no comercial:

Se partié directamente de una muestra de 1 mL del sobrenadante del cultivo a
analizar. Al igual que en el caso anterior, este cultivo debe llevar al menos 2 dias sin
habérsele efectuado un cambio del medio. Para efectivizar el colectado de algunas
células en el momento de la toma, se efectud un raspado de la monocopa celular para
desprender algunas células. Este analisis consta de 2 PCR anidadas (PCR 1 y PCR 2)
disefiadas para lograr un mayor nivel de sensibilidad.

Para realizar la PCR 1 se toma directamente 5 pL del homogeneizado de 1 mL
anteriormente extraido del cultivo. Las reacciones se realizaron en 20 pL de volumen
final, conteniendo los cebadores para la PCR 1 (0.5 uM), 1x tampdn STR 10x (KCI 500
mM; Tris-HCI 2100mM pH 9; MgCl, 15 mM; Triton®X-100 1%; dNTPs 2 mM de cada uno
de PROMEGA Corp) y 0,5 U de enzima Taq polimerasa (Gibco BRL Life Technology
Corp. o Fermentas). Previo calentamiento de la muestra a 94°C durante 5 min, se
realizaron 35 ciclos de amplificacion, en los cuales la temperatura alterné en tres
etapas sucesivas. Un primer paso a 94°C durante 50 seg para la desnaturalizacion del
ADN. El siguiente paso es la hibridacidn especifica de los cebadores a 552C durante 1
min 15 seg. El Ultimo paso, para la polimerizacion de los nucledtidos, se realiza a 722C
durante 1 min 10 seg. Luego se deja a 729C durante 5 minutos lo que asegura una
polimerizacién completa de todos los fragmentos.

Para realizar la PCR 2 se toma directamente 3 pL del producto de la PCR 1. Las
reacciones se realizaron en un volumen final de 20 uL, usando los cebadores para la
PCR 2 (0.5 uM), 1x tampodn STR 10x (KCl 500 mM; Tris-HCI 100mM pH 9; MgCl, 15 mM;
Triton®X-100 1%; dNTPs 2 mM de cada uno de PROMEGA Corp) y 0,5 U de enzima Taq
polimerasa (Gibco BRL Life Technology Corp. o Fermentas). El programa de ciclado de
la PCR 2 es el mismo que utilizamos para la PCR 1. Las PCR se realizaron en un
termociclador Primus 25 advanced (www.peglab.us).

Los fragmentos de ADN se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Los
geles fueron preparados en tampdn TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM pH 8), y este
mismo tampon fue utilizado como tampdn de corrida. Las separaciones se realizaron a

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos

[50]



Materiales y Métodos

5 V/cm y se visualizaron en transiluminador UV previa tincidn del gel con bromuro de

etidio 0,5 pug/mL o Good View 0,5 pg/mL.

Cuantificacion del nivel de expresion del hsa-mir-301b en las

lineas celulares transfectantes:

El ARN necesario para la cuantificacion del hsa-mir-301b en las dos lineas celulares de
PCa (LNCaP y DU145) transducidas con vectores lentivirales, fue extraido utilizando el
kit miRNAeasy de Qiagen. Este permite recuperar los ARNs totales, incluyendo a los
ARNs pequefios, en forma cuantitativa.

Se partié de una suspension celular no mayor a 1x10° células, que fue centrifugada por
5 minutos a 1200 rpm. Cuidadosamente, se removid y se descarté el sobrenadante. El
precipitado fue resuspendido vigorosamente en un volumen de 700 L del reactivo de
lisis Qiazol y la muestra se almacend a -202C. A continuacién, se descongeld el lisado
en bafio de agua a 372C, prontamente se homogeneizé con la ayuda de un vortex y se
incubd 5 min a temperatura ambiente. Seguidamente, se agregd 140 L de cloroformo
y con la ayuda de un vortex se homogeneizé vigorosamente durante 15 seg.
Posteriormente, se dejé el tubo incubando durante 3 minutos a temperatura ambiente
y se centrifugd a 12.000 g a 42C durante 15 minutos. La muestra se separa en 3 fases
diferentes: una fase superior, sin color, acuosa que contiene al ARN; una fase
intermedia color blanco; y otra fase inferior roja, la fase organica. La fase superior
acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se le adiciond 1.5 voliumenes de etanol 100%,
mezclando vigorosamente. A continuacion, se colectd6 700 puL de la muestra
(incluyendo cualquier precipitado, si es que existia) y se lo colocd en una mini columna
RNeasy dentro de un tubo de 2 mL. Se procedié a centrifugar el tubo con la columna
incorporada durante 15 seg a 10.000 rpm. Luego de centrifugar se descarto la fracciéon
gue no fue retenida. Si el volumen de muestra de partida excedia los 700 pL que
podiamos cargar en la columna, repetimos el paso anterior cargando el resto de
alicuota de la muestra faltante. A continuacién, se agregaron 700 pL del Buffer RWT
(buffer de lavado) a la columna y se centrifugd durante 15 seg a 10.000 rpm. Luego se
descarté el tubo con la fraccién que no fue retenida. Posteriormente se transfirid la

columna RNeasy a un nuevo tubo de 2 mL, se pipeted 500 uL del Buffer RPE dentro de
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la misma y se centrifugd durante 15 s a 10.000 rpm, descartando la fraccidon que no fue
retenida. Luego, nuevamente, se agregd 500 uL de Buffer RPE a la columna y se
centrifugd durante 2 minutos a 10.000 rpm para secar la membrana de silica-gel que
forma la columna. Opcionalmente, se colocé la columna en un nuevo tubo de 2 mLy se
centrifugd durante 1 minuto a maxima velocidad. Posteriormente, para la elusiéon del
ARN, se transfirio la columna a un nuevo tubo, esta vez de 1.5 mL, se agregé 50 uL de
agua libre de ARNasas en la columna y se centrifugd durante 1 min a 10.000 rpm.

Para estimar la pureza de la muestra se determiné la absorbancia a 260nm y 280nm. El
ARN puro para realizar los métodos convencionales de biologia molecular presenta
una relacion de Aygonm/Azgonm de entre 1,9 y 2.1. La concentracién de ARN se estimé a
partir de la medida de su absorbancia a 260nm, teniendo en cuenta que 1 unidad de
absorbancia a 260nm corresponde a una concentracion de 44 pg/mL de ARN. Una vez
obtenido un ARN de pureza mencionada, pasamos a realizar la transcripcion reversa
seguida de la PCR cuantitativa (qRT-PCR).

La gRT-PCR fue realizada utilizando el sistema miScript de Qiagen y oligonucleétidos
cebadores especificos para el hsa-mir-301b. Para la Retro Transcripcién (RT), la
muestra de partida fue el ARN total extraido de las células. Se realizd la normalizacién
de las cantidades de ARN de partida, tomando en cuenta 2 factores: primero igualar las
concentraciones de ARN de partida de cada muestra a estudiar, segundo no excederse
de la cantidad maxima de ARN molde recomendada por el kit. A continuacidn, en cada
reaccion se colocé como mdaximo 1pg de ARN en hielo (manteniendo la misma
cantidad de ARN inicial obtenido de la linea control y la que sobrexpresa hsa-mir-
301b). Se descongeld el agua libre de ARNasas y el buffer 5x miScript RT. Una vez
puestos a temperatura ambiente, se prepard la reaccidon de transcripcidn reversa de
acuerdo a lo estipulado por el kit. Las reacciones se realizaron en 20 pyL de volumen
final. Se agregd el molde de ARN a cada tubo contiendo 4 uL de miScript RT Buffer 5X,
1 puL de miScript Reverse Transciptase Mix y el volumen necesario de agua libre de
ARNasas para alcanzar el volumen final. Seguidamente, se incubo a 372C durante 60
min, luego 5 min a 952C y se colocd en hielo. Las muestras se almacenaron -209C.

Para dar paso a la Real Time PCR o PCR cuantitativa (qPCR) se descongeld el 2x
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, el 10x miScript Universal Primer, el 10x

miScript Primer Assay, el molde de cDNA y el agua libre de ARNasas del kit. Una vez
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qgue las soluciones a utilizar se encontraban a temperatura ambiente se procedid a
realizar las mezclas correspondientes de acuerdo a lo estipulado en el protocolo del
kit. Las reacciones se realizaron en volumen final de 10 pL. En cada mezcla se
incorpord 5 uL de 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 1 uL de 10x miScript
Universal Primer, 1 puL de 10x miScript Primer Assay, 1 uL del ADNcopia y el volumen
necesario de agua libre de ARNasas para alcanzar el volumen final. El “Primer Assay”
consiste en los cebadores especificos para el hsa-mir-301b y para los controles
utilizados (U6, Scarnal7 o Snord13), todos ellos obtenidos comercialmente de la
companfia Qiagen (su secuencia esta bajo licencia). Comenzamos con un paso de
calentamiento de la muestra a 95°C durante 15 min, seguido de 40 ciclos de
amplificacién, en los cuales la temperatura alternd en tres etapas sucesivas: un primer
paso a 94°C durante 15 seg para la desnaturalizacién del ADN. Un segundo paso a 559C
durante 30 seg para la hibridacién especifica de los cebadores. Finalmente, un tercer
paso a 702C durante 30 seg para la extensidon de la cadena por la ADN polimerasa
termoestable. Se colocaron los tubos en un equipo Rotor-Gene Q (Corbett Research,
con licencia adquirida por Qiagen), utilizando el rotor Gene-Disk 100 para tubos de
100uL. Utilizando la aplicacién informatica que controla al equipo (Rotor-Gene 6000
Series version 1.7 Software, de Corbett Research), se establecid el programa de ciclado
y se procedié a realizar la PCR cuantitativa. Finalmente, se analizaron los datos
obtenidos del ciclado en la misma aplicacion y ademas en el programa Excel (Microsoft

Office 2007).

Estudio de la proliferacion celular: Recuento de células

viables

Siguiendo el protocolo de subcultivo de monocapa celular, se desprendieron las células
de la monocapa y se prepararon suspensiones homogéneas de 5x10% células/mL para
las dos lineas celulares transfectantes de cada linea de PCa (LNCaP y DU145), en fase
de crecimiento exponencial. Se sembraron 2mL de la suspensién de células por pocillo
(1x10* células/pocillo), en placas de cultivo de 6 pocillos (tratadas para cultivo de
células adherentes) para ambas lineas celulares transfectantes (control y hsa-mir-

301b) DU145 y LNCaP. En los tiempos establecidos, se removieron las células por
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tripsinacién convencional y se realizé el recuento de células viables en camara de
Neubauer. Se utilizé la tincion Azul de Tripano para descartar las células muertas.
Todos los recuentos en los tiempos establecidos, se realizaron por triplicado vy
siguiendo el método descrito anteriormente. La FIGURA 17 muestra el disefio de

siembra de células en placa de 6 pocillos, utilizado en el ensayo de recuento celular:

Células
Control .

Células

‘ ‘ ‘ hsa-mir-301b .

Figura 17. Esquema del disefio de sembrado de las células para el recuento celular en las placas de

cultivo de 6 pocillos.

Los valores obtenidos en estos ensayos, son analizados en el sitio web

http://www.doubling-time.com/compute.php donde se calculé el tiempo de

duplicacién del cultivo, a partir del calculo de la curva exponencial a la cual se ajustan
mejor los datos. La pendiente de la relacién exponencial hallada, permite establecer

matematicamente el tiempo de duplicacion del cultivo (Roth V., 2006).

Estudio de la proliferacion celular: Ensayo de 3-(4,5-

Dimetilazol-2-yl}-bromato de 2,5-difeniltetrazolium (MTT):

Para el ensayo de MTT de las lineas celulares de PCa (LNCaP y DU145) transfectantes
se prepararon suspensiones homogéneas de 1x10° células/mL en medio RPMI 1640
completo para ambas lineas celulares transfectantes (control y hsa-mir-301b), en fase
de crecimiento exponencial. Se sembraron 100 pL de la misma por pocillo (1x10?
células) en placas de cultivo de 96 pocillos, tratadas para adherencia celular. Se incubé
a 372Cy 5 % de CO, durante 24 horas para permitir su adherencia. A continuacién, en

los tiempos establecidos en el ensayo, a una de las placas preparadas se le anaden 20

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos

[54]


http://www.doubling-time.com/compute.php

Materiales y Métodos

uL de MTT (5 mg/mL) en solucidn PBS 1X. Se incuba por 4 horas a 372Cy 5 % de CO,
para permitir la formacién de cristales de formazan. Luego se elimina el medio,
mediante aspirado con pipeta estéril acoplada a una bomba de vacio. Seguidamente,
se afade 200 pL de DMSO vy se incuba los cultivos a temperatura ambiente, cubiertos
con papel aluminio y con agitacidn orbital moderada, durante 15 minutos. La lectura
de densidad optica (DO) se realizd en un espectrofotdmetro (Thermo Scientific
Varioskan® Flash Multimode (www.thermo.com)) a longitudes de onda de 570 nm vy
690 nm. Posteriormente, se evalud y grafico la relacidon de absorbancia a 570nm-690

nm. El disefio de cultivo del ensayo en placa es como se muestra en FIGURA 18.
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Figura 18. Esquema del disefio de sembrado de las células para el ensayo de MTT en las placas de

cultivo de 96 pocillos.

Estudio de la proliferacion celular: Analisis de citometria de
flujo:

Para el analisis de la distribucidn de células durante el ciclo celular por contenido de
ADN, se utilizé una tincién con yoduro de propidio y conteo de células en un citometro
de flujo FACSVantage. Se sembraron tres botellas de 75 cm? por triplicado de las dos
variantes celulares transfectantes de estudio (control y hsa-mir-301b). Al alcanzar

aproximadamente un 60% de confluencia (asegurando de esta manera encontrarnos
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en fase de crecimiento exponencial), se procedio a realizar las suspensiones celulares
para analizar por citometria de flujo. Las suspensiones de células se realizaron
siguiendo el protocolo de tripsinacion convencional, partiendo de los cultivos celulares
en monocapa. Se continud realizando dos lavados con PBS 1X, centrifugado a 1200
rom a 42C durante 5 min, descartando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en
PBS 1X con ayuda de un vortex suave. A continuacidn, conservando en hielo las
suspensiones celulares, se procedid a fijar las células afiadiendo gota a gota 1 mL de
etanol 70% en PBS 1X helado, manteniendo el tubo con suave agitacién. Luego se
mantuvieron las muestras a -202C durante 30 min. Seguidamente, se continlo con un
lavado de las células fijadas con PBS 1X, centrifugando a 1200 rpm a 42C durante 5
min. A cada muestra se le agregd RNasa 0.1 mg/mL y a continuacion yoduro de
propidio 50 pg/mL. Se dejo incubando 15 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Luego se filtré a través de malla de nylon de 35 um de didmetro, para
remover los acimulos de células que obstruyen al citémetro. Finalmente se procedié
al analisis en el citdmetro realizado por Federico Santifiaque en el Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) usando un citémetro FACSAria y la
aplicaciéon CellQuestPro (BD CellQuest Pro software © 2002, Becton, Dickinson,

http://www.bdbiosciences.com).

Analisis de la actividad de los posibles genes blancos del hsa-

mir-301b.

Se han desarrollado diferentes algoritmos para la busqueda de genes blancos
predictivos de microARNSs y estos se encuentran disponibles en linea. Cada uno de ellos
valora caracteristicas y propiedades de la interaccion ARNm-microARN que han sido
descritas y parcialmente comprobadas experimentalmente, pero cada uno hace
énfasis en aspectos especificos (Min, H. and S. Yoon, (2010)). Debido a estas
diferencias, la practica habitual para la busqueda de genes con sitios blanco para un
microARN, consiste en el uso simultdneo de varios algoritmos seguido del
establecimiento de un grupo interseccién de los resultados obtenidos por los
diferentes buscadores (Witkos, T. M., E. Koscianska, et al. (2011)). De este modo,

estamos seleccionando aquellos genes blancos que son compartidos en la predicciéon
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de los distintos programas utilizados. La pagina web Mirwalk (http://www.ma.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/), contiene una base de datos que presenta

informacién sobre microARNs en humano, ratén y rata (Dweep, H., C. Sticht, et al..,
(2011)). De las herramientas de predicciéon de genes blanco que ofrece este sitio, no
solo nos permiten la utilizacién del algoritmo de prediccién disefiado por ellos
(Mirwalk, ultima actualizaciéon 15 de marzo 2011), sino que también permite realizar la

busqueda conjunta con otros algoritmos de prediccidon como lo indica la TABLA 4.

Programas de|| Diana-

L . miRanda || miRDB || PICTAR || PITA || RNA22 ||RNAhybrid || Targetscan
Predicciéon || microT

Version 6 Version || Agosto Abril 2009 Marzo [|Agosto|| Mayo

Fecha 3.0 2010 2007 | 2008 || 2008 || Version 21| Versions.1

TABLA 4. La tabla muestra los algoritmos de prediccién presentes en la base de datos de Mirwalk y la

version disponible.

La busqueda de genes blancos predictivos se realizé utilizando el médulo de prediccion
conjunta de los 8 programas de prediccién que concentra este sitio. Esta opcidn de
busqueda, realiza la prediccidén de genes blancos en el 3° UTR para el microARN de
interés. De los 8 programas de prediccidon que presenta la base Mirwalk, solo 6 de ellos
nos permiten trabajar con el hsa-mir-301b. Por lo tanto la busqueda de genes blancos
se restringio a esos 6 programas de prediccién de genes blancos. De la lista de genes
blancos del hsa-mir-301b que proyecta Mirwalk se seleccionaron aquellos que son
predichos por los 6 programas de prediccion mencionados (conjunto interseccion).
Esta lista de genes fue utilizada en adelante. En el siguiente paso, realizamos un
estudio de correlacién a nivel de ARNm de la lista de genes predictivos seleccionados,
en muestras clinicas de la base de datos de ONCOMINE (Rhodes, D. R., J. Yu, et al.

(2004)). ONCOMINE (https://www.oncomine.org/) es una plataforma interactiva que

contiene datos de microarreglos de expresion génica de muestras de tejidos de
pacientes con cdncer, provenientes de los estudios mds grandes publicados hasta el
momento (normalizados a fin de ser comparables), junto con datos histoldgicos vy
clinicos. Asimismo, ONCOMINE proporciona una interfase con herramientas para

interrogar correlaciones entre la expresién de genes y datos clinicos especificos. Estas
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herramientas nos permiten la comparacién rdpida de miles de genes en muestras de
canceres humanos provenientes de estudios independientes. Para comenzar el
estudio, se credé un “concepto” en ONCOMINE (definido como un grupo de genes que
representa un aspecto bioldgico especifico), constituido por la lista de los genes
blancos predictivos del hsa-mir-301b, representado por sus identificadores (ID). Una
vez ingresado el concepto en ONCOMINE, se solicité la busqueda de asociaciones
estadisticamente significativas entre este nuevo concepto y todos los conceptos
presentes en la base de datos. Para la elaboracion de esta busqueda se establecieron
los siguientes pardmetros: busqueda en bases datos de ARNm, valores estadisticos
resultantes de “p” menores de 0.001 y relaciones de disparidad estadisticas
resultantes (“odds ratio”) mayores de 2.0. El algoritmo realiza una busqueda de
correlacién entre los genes del concepto ingresado y los perfiles de expresion de los
genes presentes en los diferentes estudios que se encuentran en la base de datos de
ONCOMINE. El resultado de esta busqueda nos muestra los diferentes subgrupos de
genes que presentan un cambio modular en la expresién (en direccidon tanto de
subexpresién como de sobreexpresion), asi como, la correlacién significativa entre los
conceptos de estudio. Basados en el marco de la hipdtesis de este trabajo, se realizo
una selecciéon de los estudios encontrados. De este modo, se filtré6 Unicamente
aquellos estudios que corresponden a cancer de prdstata y presentan un perfil de
subexpresidon. Una vez obtenidas las listas con los subgrupos de genes de interés, se
realizdé un nuevo paso de filtrado, seleccionando finalmente, solo aquellos genes que
se encuentran significativamente subexpresados en al menos 4 de los 6 trabajos
seleccionados. De esta manera, redujimos la lista de genes blancos predichos
bioinformaticamente al inicio, manteniendo solo aquellos genes que se ven
significativamente subexpresados a nivel de ARNm en al menos 4 estudios
independientes de cdncer de prdstata. Una vez obtenida esta lista, se realizé un
siguiente paso de depuracidn de esta lista de genes candidatos a ser blancos
fisioldgicos del hsa-mir-301b en céncer de préstata. Para esto, se interrogd la
expresion individual de cada gen de la lista anterior, en todos los estudios de cancer
prostata disponibles en ONCOMINE, utilizando las siguientes restricciones: cambio de
expresion = 1.5, p-valor = 0.001, ranking de genes = 10%. Como resultado de este

estudio, excluimos a aquellos genes que en el conjunto de estudios encontrados,
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mostraban en la mayoria de ellos un perfil de sobreexpresion, que es opuesto al
esperado en caso de ser blanco del hsa-mir-301b. Este filtrado pretende excluir
aquellos genes de la lista, que en el conjunto de los estudios en cancer de préstata en
los que se encontro estudiado, aparezca en mayor proporcion sobreexpresandose que
subexpresandose. Ademas, de interrogar la expresién de los genes blanco potenciales
del hsa-mir-301b usando ONCOMINE, se analizaron los genes hasta ahora
seleccionados, en los datos de expresidon génica a nivel de ARNm producidos por el
Cancer Genome Anatomy Project (CGAP) (http://cgap.nci.nih.gov/). El sitio Cancer
Genome Anatomy Project es una base de datos disefiada para proveer informacién
bioldgica y genédmica de caracterizacion de tejidos. Esta base de datos posee perfiles
de expresidon de genes en tejidos normales, precancerosos y cancerosos. Se basa en el
analisis de expresién de secuencias tags expresadas (EST), andlisis en serie de
expresion de genes (SAGE) y polimorfismos de un solo nucledtido (SNP). En particular,
evaluamos la expresion relativa de los genes blancos del hsa-mir-301b resultantes del
analisis en ONCOMINE, en tejido prostatico normal y carcinoma de préstata, utilizando
la interfase visual SAGE Anatomic Viewer, que interroga datos provenientes de perfiles
de expresién de tipo SAGE.

Posteriormente, tomando en cuenta que los microARNs actian reprimiendo sus
blancos también a nivel traduccional, se interrogd la disminucién de las proteinas
codificadas por los genes blanco tentativos del hsa-mir-301b. Para esto, se utilizd el
Human Protein Atlas (HPA) (http://www.proteinatlas.org/). El proyecto sueco
denominado Human Protein Atlas generd datos sistematicos de expresion proteica
basada en inmunohistoquimica de un gran munero de tejidos humanos, canceres y
lineas celulares, lo que nos permite una exploracién sistematica del proteoma humano
basados en estudios de protedmica con anticuerpos. En este sitio evaluamos el perfil
de expresidn proteico de los genes de la lista generada en ONCOMINE, comparando la
condicidn préstata normal vs carcinoma de prostata.

Finalmente, pasamos al ultimo paso del analisis, donde buscamos conciliar el
significado funcional de cada gen con un posible aporte en la evoluciéon y desarrollo del
cancer de prdstata, consensuado a su vez con la hipdtesis de trabajo. Para ello
realizamos una busqueda de informacién sobre cada gen en la base de datos de

publicaciones cientificas PUBMED.
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En el esquema a continuacion se muestra el disefio de la estrategia de busqueda de

genes blancos candidatos del hsa-mir-301b:

Busqueda de genes diana para el hsa-mir-301b en el 3’ UTR por diferentes algoritmos de
prediccion.

{MiRanda} [MiRDB} [MiRWalk} [PlTA} [DIANAmt} [TargetScan}

{Seleccic’m de un conjunto de los genes diana obtenidos por los 6 algoritmos de prediccion }
utilizados.

|

{ Estudio de correlacion de los ARNm en muestras clinicas en ONCOMINE. J

|

Seleccion de las listas de genes subexpresados en los diferentes subtipos de cancer de prostata
(concepto).

|

{ Seleccién del conjunto interseccion de genes. }

|

‘ Evaluacién individual de la correlacion de los ARNm en ONCOMINE. ‘

|

Evaluacion individual de la expresion diferencial Cancer vs Normal de cada gen en Cancer Genome
Anatomy Project (ARNm) y Human Protein Atlas (Proteina).

|

Busqueda de la literatura existente en PUBMED para cada uno de los genes.

Figura 19. Esquema de la estrategia disefiada para el analisis de la actividad de los posibles genes

blancos del hsa-mir-301b.

Analisis del hsa-mir-301b en el programa Diana Lab Mirpath.

El sitio web DIANA Lab (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/?sec=home) (Papadopoulos, G.

L., P. Alexiou, et al. (2009)) desarrolla algoritmos y herramientas para la interpretacién
y archivo de datos de gendmica, en el marco de un analisis sistémico. En particular el
DIANA-mirPath es una herramienta computacional para identificar las vias moleculares
potencialmente alteradas, por la expresién de uno o multiples microARNs. El software
realiza un analisis de enriquecimiento de multiples genes blancos de microARNs,

mediante la comparacion de cada conjunto de genes blancos del microARN, en todas
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las vias de sefializacion celulares sistematizadas en la Enciclopedia de Kyoto de Genes 'y
Genomas (KEGG) conocidas. La salida grafica de este recurso proporciona una vision
general de las posibles vias moduladas por el microARN, lo que facilita la
interpretacion y la presentacién de los resultados del analisis. De esto modo, se
interrogaron las vias moleculares que pueden verse potencialmente afectadas por la
expresion del hsa-mir-301b en el programa DIANA mirPath, utilizando los 3 algoritmos
de busqueda de microARNs que se encuentran presentes (DIANA-microT-4.0 version
Beta, PicTar y TargetScan version 5.0). El resultado de este analisis muestra la
agrupacion en diferentes vias o procesos bioldgicos, de los genes predichos por los 3

algoritmos de prediccion utilizados.

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos

[61]



Resultados y Discusion

Resultados y Discusion.

Seleccion de las lineas celulares transfectantes de DU145.

Las dos lineas celulares de DU145 (cada una con dos lineas transfectantes para la
sobreexpresion de hsa-mir-301b y control) utilizadas, habian sido transducidas previo a
este trabajo, pero el proceso de seleccidn con la droga Neomicina no habia sido
finalizado. Dado que para estudiar el efecto de la sobreexpresion de un gen, es
deseable que todas las células del cultivo porten el genotipo de sobreexpresion, fue
necesario terminar el proceso de seleccién antes de llevar adelante los experimentos.
Para esto se descongelaron crioviales de DU145 hsa-mir-301b y DU145 control, los
cultivos derivados fueron crecidos hasta fase exponencial y se adiciond 5 ulL del
antibidtico Neomicina (100mg/mL) por cada mL de medio de cultivo durante 2
semanas. Esta seleccion elimina las células que no incorporaron el vector lentiviral, o
que lo insertaron en sitios silenciados del genoma y que, por ende, no expresan el gen
gue confiere resistencia a la droga. De este modo, se hace posible el crecimiento
exclusivo de aquellas células que expresan el vector lentiviral de forma estable. En el
correr de los primeros dias del tratamiento con Neomicina, observamos una
pronunciada muerte celular, en una gran cantidad de células (resultados no
mostrados). Sin embargo, en estos mismos cultivos encontramos otras células que
permanecieron creciendo normalmente. Al cabo de dos semanas de un continuo
proceso de seleccidon, obtuvimos cultivos celulares de crecimiento uniforme, que
crecieron normalmente en presencia de Neomicina. Se almacenaron varios crioviales
de estas lineas celulares y estas fueron las empleadas en los experimentos
correspondientes a este trabajo. Como control del efecto de la droga se tratd en
paralelo a las lineas DU145 normales (wild type) sin transfectar, estas en su totalidad,
sufrieron muerte celular en los primeros dias del proceso de seleccion con Neomicina
(resultado no mostrado). Estos resultados confirman que la dosis de droga y el tiempo
utilizado para la seleccién, son adecuados para la eliminacion de las células que no
expresan la resistencia al antibiético y a la vez permite la supervivencia de aquellas que

si la expresan.
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Cuantificacion del nivel del hsa-mir-301b en las lineas

transfectantes.

Ademas del fenotipo de resistencia a la droga conferida por el vector transducido, es
fundamental determinar si las lineas celulares efectivamente sobreexpresan el
microARN codificado por el vector, asi como, en qué nivel lo sobreexpresan. Para este
propdsito se extrajo el ARN total de los cultivos para luego llevar a cabo una
Transcripcidn Reversa seguida de un PCR cuantitativo (qRT-PCR), utilizando el sistema

comercial miScript de Qiagen.

Extraccion de ARN de las lineas transfectantes de DU145 y
LNCaP.

Para cuantificar mediante qRT-PCR el nivel de expresién del hsa-mir-301b en las lineas
celulares transfectantes (control y hsa-mir-301b) se obtuvo los ARNs total (incluyendo
cuantitativamente los ARNs pequefios), con la calidad adecuada para realizar técnicas
de biologia molecular. Para esto se realizé la extraccion de ARN utilizando el kit
miRNAeasy de Qiagen. Para evaluar la calidad del ARN extraido se estudio la relacién
de absorbancia 260/280nm (Becker, C., A. Hammerle-Fickinger, et al. (2010)). En la
TABLA 5, se presenta la concentracién y los valores calculados para la relacion de

absorbancia 260/280nm, de las diferentes extracciones de ARN realizadas.

DU145 LNCaP
Control | Hsa-mir-301b | Control | Hsa-mir-301b

Relacién de absorbancia

A260/A280nm 2.05 2.09 2.02 2.02
Concentracion 146 289 281 “es
(ng/ulL)

Tabla 5. Analisis espectrofotométrico del ARN extraido. En la misma se aprecian los valores de

concentracion (ng/mL) y de relacidn de absorbancia 260/280nm de las lineas celulares indicadas.

Observamos la relacion de absorbancia 260/280nm, parametro que nos permite
determinar la pureza de la muestra en relacidn a contaminacion proteica. El conjunto
de muestras analizadas, presentan valores que se hallan dentro del rango 1.9 y 2.1

para esta relacién, lo que indica que el ARN obtenido alcanza el estandar de pureza
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requerido. Por otro lado, en todos los casos, las concentraciones de ARN finalmente
obtenidas resultan suficientes para continuar con los ensayos posteriores y estdn
dentro del rango de eficiencia usual en la literatura (Becker, C., A. Hammerle-Fickinger,
et al. (2010)). Basdandonos en los parametros estudiados, podemos expresar que las
extracciones de ARN realizadas fueron adecuadas para la cuantificacién del hsa-mir-

301b.

gRT-PCR.

Una vez obtenido ARN en cantidad y calidad necesaria realizamos la retrotranscripcién,
que generd el ADNcopia que fue usado en la PCR en tiempo real para cuantificar el
nivel del hsa-mir-301b. Se cuantificaron los niveles de expresidon del ARN del hsa-mir-
301b en las dos lineas transfectantes de LNCaP y DU145. En la misma PCR, se
determiné el nivel de tres ARNs de expresién generalmente estables (U6, Scarna 17 o
Snord 13) (Schaefer, A., M. Jung, et al. (2010), Wessels, J. M., A. K. Edwards, et al.
(2011)) que funcionan como normalizadores de los experimentos. La cuantificacién de
estos ARNs normalizadores, nos permitio igualar las variaciones aleatorias asociadas a
la cantidad de ARN colocada en la reaccion. También se hicieron reacciones de control
negativo (sin ADN), las cuales no presentaron amplificacion durante la misma
(resultado no mostrado). Asimismo, los niveles de expresion de los ARN
normalizadores, fueron muy similares entre las distintas lineas celulares estudiadas
(resultado no mostrado). El cdlculo de los niveles relativos de expresidon del hsa-mir-
301b, se realizdé segun recomendaciones establecidas en el trabajo (Ho-Pun-Cheung,
A., D. Cellier, et al. (2008)). Las FIGURAS 20 y 21 muestran los niveles relativos del hsa-
mir-301b en los transfectantes DU145 y LNCaP, normalizados con U6, Scarna 17 o
Snord 13. Los valores presentados corresponden al promedio de los triplicados

realizados con sus respectivos desvios estandar.
A continuacion, se presenta el grafico de la FIGURA 20 en la cual podemos apreciar los

resultados obtenidos en la cuantificacién de la expresién del hsa-mir-301b para las

lineas celulares transfectantes DU145.
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Figura 20. Cuantificacion relativa por qRT-PCR de las lineas transfectantes DU145. Se observa la
expresion relativa de la cuantificacién del hsa-mir-301b para las lineas transfectantes hsa-mir-301b y
control. Los valores muestran el promedio de los triplicados realizados con sus respectivos desvios

estandar.

Analizando el grafico, observamos que conforme con lo esperado apreciamos un
mayor nivel de expresion en el transfectante hsa-mir-301b con respecto al
transfectante control. Especificamente, el nivel de expresion determinado en el
transfectante hsa-mir-301b, es 20 veces mayor con respecto al control, lo que marca

una diferencia substancial en la expresién del microARN entre ambos transfectantes.
Seguidamente, se presenta el grafico de la FIGURA 21 en la cual podemos apreciar los

resultados obtenidos en la cuantificacion de la expresién del hsa-mir-301b para las

lineas celulares transfectantes LNCaP.
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Figura 21. Cuantificacion relativa por qRT-PCR de las lineas transfectantes LNCaP. Se observa la
expresion relativa de la cuantificacién del hsa-mir-301b para las lineas transfectantes hsa-mir-301b y
control. Los valores muestran el promedio de los triplicados realizados con sus respectivos desvios

estandar.

A partir del andlisis del grafico, observamos que de igual manera que para las lineas
trasfectantes DU145 y conforme con lo esperado, apreciamos un mayor nivel de
expresion del microARN en el transfectante hsa-mir-301b con respecto al
transfectante control. La diferencia de expresién del microARN es 35 veces mayor en el
transfectante hsa-mir-301b en relacién con el transfectante control. Conjuntamente,
podemos reportar que como era esperado los transfectantes hsa-mir-301b, de ambas
lineas celulares de PCa (DU145 y LNCaP), presentan niveles de sobreexpresién del
microARN substanciales y suficientes para considerar que se cumple con la condicidn
de sobreexpresion del microARN requerida para este trabajo. Asimismo, podemos
observar que si bien en ambos transfectantes se establecid correctamente la

sobreexpresién del microARN, estos exhiben diferencias en la magnitud de expresion.
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Teniendo en cuenta, que se utilizé la misma construccién lentiviral, una de las posibles
explicaciones para este fendmeno es el posicionamiento genédmico diferencial de un
vector respecto al otro. Por lo que, entendiendo la naturaleza dinamica y compleja de
la regulacion del genoma eucariota, posiblemente, esta sea la causa de los matices de
expresion observados (Ferrai, C., . J. de Castro, et al. (2010)). No obstante, otra posible
explicacion a este fendmeno tenga que ver con las diferencias bioldgicas intrinsecas
entre estas dos lineas celulares de PCa. Implicando variaciones en la funcionalidad de
la maquinaria de expresidn génica entre una linea celular y la otra, lo que repercute en
una diferencia en la expresion de un vector respecto al otro, a pesar de que portan el

mismo promotor.

Ensayo de Mycoplasma.

Muchas variantes del Mycoplasma afectan cominmente a los cultivos celulares,
produciendo alteraciones en la fisiologia celular que conllevan a grandes artefactos en
los resultados obtenidos en los experimentos (Uphoff, C. C. and H. G. Drexler (1999),
Hwang, J. M., J. H. Lee, et al. (2012)). Por esta razén, es conveniente evaluar la
presencia del microorganismo de forma rutinaria en la sala de cultivo. Durante este
trabajo se realizaron periédicamente técnicas para la deteccion de Mycoplasma para
todos los cultivos utilizados. A modo de ejemplo, en la FIGURA 22 se observa el
resultado de una de las pruebas de Mycoplasma realizadas, utilizando el kit no
comercial para las lineas celulares transfectantes de DU145 (control y hsa-mir-301b).
La metodologia y estrategia de deteccidon utilizada en este kit, esta basada en la
amplificacién especifica de una region espaciadora entre el ARNribosomal 16S y 23S de
Mycoplasma y Acholeplasma (Tang, J., M. Hu, et al. (1999)). El tamafio esperado del
amplicdn para una muestra contaminada con Mycoplasma es de 320pb. En la FIGURA
22 se muestra la imagen de una corrida electroforética en gel de agarosa tefiido con
BrEt, donde se analiza el producto de amplificacién del cADN transcripto a partir del
ARN extraido de los cultivos, utilizando los cebadores especificos del kit. El control
positivo consiste de un cultivo de células DU145 control contaminado con
Mycoplasma. El control negativo consta de agua tratada con UV en lugar de la muestra
de cADN. Lo primero que observamos en la FIGURA 22 es la ausencia de banda en el
carril 5 correspondiente al control negativo. Esto valida la ausencia de contaminacién
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intrinseca en los componentes del kit, asi como producto de la manipulacion. En
segundo lugar, observamos la presencia de amplificacién en el carril 6 correspondiente
al control positivo. Esto confirma el correcto funcionamiento de la PCR, que en
conjunto con lo evidenciado en el control negativo, valida el método realizado,
permitiendo confiar en los resultados obtenidos para las muestras analizadas. A
continuacion, observamos ausencia de banda de amplificacién y consecuentemente la
ausencia de contaminacion por Mycoplasma para los carriles 1 y 2 (las lineas
transfectante DU145 hsa-mir-301b 1 y DU145 control 1). No obstante, en los carriles 3
y 4 (las lineas transfectante DU145 hsa-mir-301b 2 y DU145 control 2) se vé una banda
de amplificacion en el entorno de los 320pb. Esto indica que las lineas transfectantes
DU145 hsa-mir-301b 2 y DU145 control 2, se encuentran contaminadas con
Mycoplasma. Como resultado de este ensayo reportamos el correcto funcionamiento
del kit de deteccidn, para estudiar contaminacion por Mycoplasma. Asimismo, que las
lineas transfectantes DU145 hsa-mir-301b 1 y DU145 control 1, estdn libres de
contaminacién por Mycoplasma. No obstante, las lineas transfectante DU145 hsa-mir-
301b 2 y DU145 control 2, se encuentran contaminadas. Y fueron adecuadamente

descontaminadas y descartadas, junto con los crioviales correspondientes a la misma.

ONORONORONORURr——"

maolecular (100bp
Invitrogen)

-600

-300
-100

Figura 22. Gel de electroforesis agarosa de la PCR para la deteccién de Mycoplasma en las lineas
celulares.. 1, DU145 control 1. 2, DU145 hsa-mir-301b 1. 3, DU145 control 2. 4, DU145 hsa-mir-301b 2.
5, control negativo. 6, control positivo. M, marcador de peso molecular (100 bp de Invitrogen), a la
derecha se puede apreciar la escala de tamafios de los fragmentos del marcador. La banda esperada que

confirma la presencia de contaminacién por micoplasma es de 320 pb.
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Estudio de la proliferacion celular.

Para estudiar el efecto de la sobreexpresion del hsa-mir-301b en la proliferacién
celular, se utilizaron las lineas celulares transfectantes de PCa (LNCaP y DU145),
anteriormente seleccionadas con Neomicina. También se comprobd la ausencia de
contaminacién por Mycoplasma mediante los ensayos de deteccién por PCR con
cebadores especificos, y se evalud la expresidon del microARN de interés mediante los
ensayos de gRT-PCR. Con el propdsito de recolectar evidencia que nos permita
estudiar los posibles efectos de la sobreexpresion del hsa-mir-301b en el crecimiento
celular, se adoptaron tres abordajes distintos: estudio de proliferacidon por recuento de
células, estudio de actividad metabdlica por ensayos de MTT y andlisis de la
distribucién de células en el ciclo celular. Los dos primeros ensayos transcurren en el

curso del tiempo, mientras que el Ultimo es un ensayo es a punto final.

Estudio de Proliferacion por recuento de células en el tiempo.

El primero de los abordajes elegidos para el estudio de la proliferacion celular, es el
recuento de células viables (identificadas con azul de tripano) en cdmara de Neubauer.
Las distintas lineas celulares fueron cultivadas convencionalmente en placas de cultivo
de 6 pocillos para células adherentes y mantenidas en condiciones normales de
cultivo. Para cada ensayo se sembraron iguales concentraciones de células
transfectantes en fase exponencial de crecimiento. Se siguidé el comportamiento
proliferativo de las lineas celulares transfectantes hsa-mir-301b y control, mediante
sucesivos conteos del numero de células viables, en los tiempos predeterminados. De
esta manera, establecimos curvas de crecimiento para cada uno de los transfectantes,
con los registros de recuento de células/mL obtenidos en cada uno de los tiempos
establecidos en el ensayo. Los recuentos se realizaron por triplicado y el valor
promedio fue graficado en cada punto con su desviacién estandar correspondiente.
Las curvas de crecimiento establecidas para cada transfectante de ambas lineas
celulares de PCa en estudio, permitieron comparar el comportamiento proliferativo y

establecer diferencias entre las mismas.
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En el grafico de la FIGURA 23, se observan los resultados del ensayo de recuento de
células realizado para la linea celular DU145. En el mismo podemos observar las curvas

de proliferacién correspondiente para cada linea transfectante hsa-mir-301b y control.

DU145

6,00

—&— Control
—8— Hsa-mir-301b

Células/mL x 10"

4,5

Figura 23. Andlisis de proliferacion celular para DU145. Curva de recuento de células viables, en los
tiempos (dias) indicados en la abscisa. En azul y rojo se representan los valores para la linea control y
hsa-mir-301b respectivamente. Los valores mostrados representan el promedio de tres recuentos y las

barras de error el desvio estandar. Se muestra un experimento representativo de tres.

En la FIGURA 23 podemos apreciar que la curva de proliferacién correspondiente a la
variante hsa-mir-301b, presenta una tasa de proliferacién menor comparada con la
variante control. Los valores obtenidos en este ensayo, fueron utilizados para estimar
el tiempo de duplicacion del cultivo, a partir del célculo de la curva exponencial a la
cual se ajustan mejor los datos. La pendiente de la relacién exponencial hallada,
permite establecer matematicamente el tiempo de duplicacién del cultivo. Con este
dato podemos comparar numéricamente los tiempos de duplicacién de ambos cultivos

transfectantes.
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DU145
Control Hsa-mir-301b
Tiempo de duplicaciéon (horas) 38.8 41.4
Ecuacién exponencial células/mL = 0.4144*00168%tempo | &l jas/mL = 0.9707* 0178 tiempo

Tabla 6. Estimacién de tiempo de duplicacién para DU145.

Para la linea celular DU145, el tiempo de duplicacion de la variante transfectante
control es 38.8 horas (TABLA 6). Mientras que para la variante transfectante hsa-mir-
301b, el tiempo de duplicacion establecido es 41.4 horas. Concordantemente, con lo
observado graficamente en la curva de recuento, observamos que el tiempo de
duplicacién de la variante control es levemente menor que el reportado para la
variante hsa-mir-301b. Especificamente, exhiben una diferencia de 2.6 horas en el

tiempo de duplicacién

Un analisis igual al presentado hasta aqui para la linea celular DU145 fue llevado a
cabo para LNCaP. En el grafico de la FIGURA 24, se observa el primer ensayo de
recuento de células realizado para la linea celular LNCaP. En el mismo podemos
observar las curvas de proliferacién correspondiente para cada linea transfectante hsa-

mir-301b y control.
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LNCaP

18,00
16,00 +

14,00 —— Control
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Figura 24. Andlisis de proliferacion celular para LNCaP. Curva de recuento de células viables, en los
tiempos (dias) indicados en la abscisa. En azul y rojo se representan los valores para la linea control y
hsa-mir-301b respectivamente. Los valores mostrados representan el promedio de tres recuentos y las

barras de error el desvio estandar. Se muestra un experimento representativo de tres.

Al observar la FIGURA 24 podemos apreciar que nuevamente se manifiesta la misma
tendencia reportada en el ensayo anterior, es decir, que la tasa proliferativa

correspondiente a la variante hsa-mir-301b, es menor comparada con la de la variante

control.
LNCaP
Control Hsa-mir-301b
Tiempo de duplicacion (horas) 27.7 334
Ecuacion exponencial células/mL = 0.8339%20% M0 | c4|ylas/mL = 0.6166*%0208 tempe

Tabla 7. Estimacidn de tiempo de duplicacién para LNCaP.
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Precisamente, el tiempo de duplicaciéon de la variante transfectante control es 27.7
horas (TABLA 7). Mientras tanto, el tiempo reportado para la variante transfectante
hsa-mir-301b es 33.4 horas. Observamos que el tiempo de duplicaciéon de la variante
control es menor que el reportado para la variante hsa-mir-301b. Especificamente

exhiben una diferencia de 5.7 horas en el tiempo de duplicacién.

Resumidamente, si evaluamos en conjunto los ensayos de recuento de células
mostrados observamos que en todos ellos la variante hsa-mir-301b exhibié una tasa de
proliferacion menor en relacién a la variante control. Por lo tanto, la sobreexpresién
del hsa-mir-301b en las lineas celulares de PCa DU145 y LNCaP, provocaria una

disminucion de la proliferacidn celular.

Ensayo de  3-(4,5-Dimetilazol-2-yl}-bromato de 2,5-
difeniltetrazolium (MTT).

El segundo abordaje elegido para estudiar el efecto en el crecimiento celular de la
sobreexpresién del hsa-mir-301b, es el estudio de la actividad metabdlica mediante
ensayos de MTT en placas de cultivo. Estos ensayos nos permiten observar y estudiar
el efecto de la sobreexpresion del hsa-mir-301b en la proliferacién celular, desde otro
angulo respecto al proliferativo. El ensayo de MTT evalua la actividad metabdlica,

fundamentalmente la actividad mitocondrial asociada a la actividad reductora de la

enzima succinato deshidrogenasa (Slater, T. F., B. Sawyer, et al. (1963)). Es posible sin
embargo, establecer una correlacidn entre los ensayos de MTT y los ensayos de
recuento de células, y por su simplicidad, precisién y capacidad de automatizacién es
muy usado como aproximacién indirecta a la proliferacion celular. Si bien el ensayo de
MTT no cuantifica directamente el niumero de células, un aumento del nimero de
células, provocard un aumento de Ila actividad metabdlica total medida.
Consecuentemente, al evaluar la actividad metabdlica total en el pocillo, evaluamos
indirectamente la cantidad de células total en dicho pocillo. Se sembraron placas de
cultivo con iguales concentraciones de células transfectantes en fase exponencial de

crecimiento. Siguiendo el protocolo estipulado para el ensayo de MTT se realizaron
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sucesivas mediciones de la actividad metabdlica, por sextuplicados en los tiempos
predeterminados. Los valores graficados corresponden a los promedios de los valores
obtenidos para cada punto y las barras de error su desviacién estandar

correspondiente.

En el gréfico de la FIGURA 25, se observa la curva resultante del ensayo de MTT

realizado para las células de la linea DU145.

DU145 MTT

0,3000

0,2500 A

—— Control

0,2000 A —@— Hsa-mir-301b

0,1500

0,1000

MTT abs (570nm-690nm)

0,0500

Dias

Figura 25. Andlisis de actividad metabdlica mediante ensayo de MTT para DU145. Curva de MTT
donde para cada tiempo (dias) establecido indicados en la abscisa, se muestra el valor registrado en la
relacion de absorbancia 570nm-690nm. En azul y rojo se representan los valores para la linea control y
hsa-mir-301b respectivamente. Los valores mostrados representan el promedio de 6 medidas de la

relacion de absorbancia 570nm-690nm y las barras de error el desvio estandar correspondiente.

Podemos observar que la linea transfectante control presenta una mayor tasa
metabdlica que la linea transfectante hsa-mir-301b. De igual manera, la variante que
sobreexpresa el microARN en estudio, presenta una tasa metabdlica menor en
comparacion con la variante control. Esto se encontraria relacionado con una

disminucion en la tasa proliferativa. Entendiéndose, que al presentar una menor tasa
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de proliferacién la variante hsa-mir-301b, presenta en cada medicidon un menor valor
de actividad metabdlica total comparada con la variante control. Un menor nimero de
células en cada medicion de la variante hsa-mir-301b comparada con la variante
control, producto de una menor tasa de proliferacidn; se asociaria con una menor
medida de actividad metabdlica en cada medicién de la variante hsa-mir-301b
comparada con la variante control. Entonces, podemos establecer que este resultado
concuerda con lo establecido en los ensayos de recuento de células anteriormente
analizados. No obstante, si consideramos lo establecido en los estudios de recuento
celular realizados anteriormente, aunque la variante hsa-mir-301b presentd una tasa
de proliferacion menor que la variante control, de igual modo, si presento un aumento
en el numero de células en las sucesivas medidas. Considerando lo expuesto
anteriormente, podemos apreciar que la curva correspondiente a la variante DU145
hsa-mir-301b (FIGURA 25) no presenta un aumento considerable de la actividad
metabdlica en las sucesivas medidas realizadas durante el ensayo. Por lo que, esta
observacion manifestaria un posible efecto de la sobreexpresién del microARN sobre el
metabolismo celular, adicionado al efecto ya establecido sobre la proliferacion.
Especificamente, una reduccion de la tasa metabdlica celular en la variante hsa-mir-
301b, producto de la sobreexpresion del hsa-mir-301b. Esta observacidn explicaria el
porque no se aprecia un aumento de la actividad metabdlica consistente con el
comportamiento esperado para la variante hsa-mir-301b, considerando lo reportado
en los ensayos de proliferacidon. No obstante, otra puede ser la explicacién, puesto que
es dificil determinar si el comportamiento observado no es producto de que nos
encontrarnos fuera del rango lineal de medicién del ensayo. Consecuentemente, no
estariamos cuantificando el aumento real de la actividad metabdlica en ese caso y no
estaria asociado a una disminucion de la actividad metabolica producto de la
sobreexpresién del hsa-mir-301b. Este fendmeno podria ser estudiado mediante Ila
construccion de una curva con numero creciente de células que nos permita

asegurarnos que nos encontramos efectivamente en el rango lineal de las medidas.

En el grafico a continuacidn, se aprecia la curva resultante del ensayo de MTT realizado

para las células de la linea LNCaP.
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LNCaP MTT
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Figura 26. Analisis de actividad metabdlica mediante ensayo de MTT para LNCaP. Curva de MTT donde
para cada tiempo (dias) establecido indicados en la abscisa, se muestra el valor registrado en la relacion
de absorbancia 570nm-690nm. En azul y rojo se representan los valores para la linea control y hsa-mir-
301b respectivamente. Los valores mostrados representan el promedio de 6 medidas de la relacion de

absorbancia 570nm-690nm y las barras de error el desvio estandar correspondiente.

A continuacién, analizamos el ensayo de MTT realizado para la linea LNCaP (FIGURA
26). En el mismo observamos que se reproduce el resultado reportado para la linea
DU145. La variante que sobreexpresa el hsa-mir-301b, manifiesta una baja de la
actividad metabdlica en relacién a la variante control. Estas observaciones respaldan
los resultados reportados en los ensayos de recuento de células. No obstante, en
contraposicién con el ensayo de la linea DU145, en este ensayo si se aprecia un
aumento en las sucesivas mediciones de la actividad metabdlica para la variante que
sobreexpresa el hsa-mir-301b.

En suma, si analizamos en conjunto los resultados obtenidos en los ensayos de
recuento de células y ensayos de MTT, observamos una disminucion en la tasa
proliferativa acompanada de una posible disminucién en la tasa metabdlica, en la

variante que sobreexpresa el hsa-mir-301b. Los resultados obtenidos, se reproducen
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en las dos lineas celulares de PCa utilizadas (DU145 y LNCaP). Es interesante que se
reproduzca de igual modo el comportamiento en las dos lineas celulares de PCa
estudiadas (DU145 y LNCaP). Puesto que, si bien estas dos lineas celulares son lineas
celulares de PCa, de todas maneras, presentan diferencias en importantes en aspectos
biolégicos como su genoma (estatus de oncogenes, supresores de tumor, caretakers),
la sensibilidad a andrégenos, el sitio metastatico del que se aislaron (cerebro y nédulo
linfatico), la invasibidad, etc. No obstante, observamos que el efecto de la
sobreexpresién del hsa-mir-301b, se manifiesta de igual modo en ambas lineas
celulares, lo que sugiere que la sobreexpresion del hsa-mir-301b podria estar
afectando funciones basicas, o poco especializadas de la célula prostatica.

Por otro lado, las diferencias presentes entre estas dos lineas celulares (DU145 vy
LNCaP) también pueden explicar las diferencias en la magnitud del impacto de la
accion del microARN en cada una de ellas. Estos resultados son muy interesantes en
relacion al marco teédrico e hipdtesis del trabajo de las células madre de cancer,
teniendo en cuenta que este microARN se identific6 sobreexpresado en las
prostatoesferas en comparacion con la contraparte de células diferenciadas. Asimismo,
la sobreexpresién del hsa-mir-301b correlaciona con las CSCs de LNCaP aisladas
mediante la utilizacidn de marcadores de superficie como CD44 y CD24. Se ha
mostrado que las mismas tienen una tasa de proliferacion menor que las células
depletadas de CSCs, y el mismo fendmeno se observd en las prostatoesferas, cuando
se las comparé con las células diferenciadas por FBS (Hurt, E. M., B. T. Kawasaki, et al.
(2008), Duhagon, M. A., E. M. Hurt, et al. (2010)). En este contexto, el microARN
cooperaria en el mantenimiento del estado indiferenciado (las prostatoesferas) y por
lo tanto, en el mantenimiento de las caracteristicas de tipo célula madre. De esta
manera, la disminucion de la tasa proliferativa y metabdlica consecuencia de la
sobreexpresidn de este microARN, podria contribuir con el estado de quiescencia

celular asociado a las células de tipo madre (Moore, N. and S. Lyle, (2011)).
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Analisis del ciclo celular por citometria de flujo.

El tercer abordaje realizado con el propdsito de estudiar el efecto de la sobreexpresion
del hsa-mir-301b en la proliferacion, fue el estudio de la distribucion de las células en
los estadios del ciclo celular. Este analisis nos permite estudiar a qué nivel del ciclo
celular el hsa-mir-301b afecta la proliferacién celular. Esto nos dara un indicio de los
mecanismos moleculares en que podria estar participando el microARN, y por ende,
nos permitird disminuir la lista de genes blanco candidatos, seleccionando aquellos
gue puedan intervenir en el progreso de esta etapa. Asimismo, hace posible indagar en
una posible explicacion para lo observado mediante los andlisis anteriormente
realizados. Realizamos el cultivo de las lineas celulares transfectantes (control y hsa-
mir-301b) por triplicado, se desprendieron por tripsinacién se fijaron y tifieron las
células con IP para el andlisis por citometria de flujo como se describié en la
metodologia. El equipo fue calibrado para verificar la linealidad y resolucién del
instrumento (datos no mostrados). Luego se seleccionaron las células fijadas en base a
la dispersién de la luz con la finalidad de eliminar detritos celulares y complejos
multicelulares del andlisis (datos no mostrados). Finalmente, se clasificaron las células
en las distintas etapas del ciclo celular (G1, S y G2/M), evaluando la fluorescencia de
cada célula en el espectro de emisién del IP, lo que constituye una medida de la

cantidad de ADN celular.
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En la FIGURA 27, se aprecia el promedio de la distribucidon de las células o eventos en
las diferentes etapas del ciclo celular obtenida mediante el andlisis por citometria de

flujo, realizado para las lineas transfectantes de DU145.

DU145
70,00
60,00
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W Control M Hsa-mir-301b
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Porcentaje del n2 de eventos

20,00 ~
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G1 S G2/M
Etapas del Ciclo

Figura 27. Distribucién de células en las fases del ciclo celular para DU145. Se grafica la distribucién de
células en las distintas etapas del ciclo celular (G1, S, G2/M), para las dos lineas celulares control (azul) y
hsa-mir-301b (rojo). Se analizaron 10.000 (eventos por poblacidn). El analisis se realizd por triplicado y

los valores promediados presentan el desvio estandar correspondiente mostrado con barras de error.

La FIGURA 27 muestra las diferencias de los valores obtenidos para las distintas etapas

del ciclo (G1, S, G2/M), para facilitar la interpretacion de la distribucion obtenida.
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Etapz;tlzljle;rCiclo Variacion global (%) Variacion especifica (%)
G1 4.29 6.94
S 0.44 2.32
G2/M -3.91 -23.44

Tabla 8. Distribucion de células en las fases del ciclo celular para DU145.

Analizando los resultados obtenidos del ensayo de citometria de flujo, evaluamos las
diferencias existentes en el ciclo celular entre ambas lineas transfectantes (hsa-mir-
301b y control) (TABLA 8), evidenciando ligeras diferencias entre ellas. Por lo tanto, la
sobreexpresion del hsa-mir-301b afecta a la distribucidon de las células en el ciclo
celular. En la etapa correspondiente a G1, encontramos una disminucion en la
proporcién de células de la variante hsa-mir-301b en comparaciéon con la variante
control. Especificamente, esta diferencia es de 4.29% del n? total de eventos
analizados (variacidn global), correspondiendo con una disminucién en G1 de un 7%
aproximadamente (variacion especifica). Conjuntamente, observamos que en la etapa
correspondiente a G2/M, ocurre lo opuesto a lo reportado en la etapa G1. En esta
etapa, encontramos un aumento en la proporcién de células de la variante hsa-mir-
301b en comparacion con la variante control. Especificamente, esta diferencia es de
3.91% del n? total de eventos, correspondiéndose con un aumento en G2/M
equivalente a un 23% aproximadamente. No obstante, en la etapa correspondiente a
la fase S del ciclo, no se registraron diferencias substanciales entre ambas lineas
celulares. En conjunto, los resultados de citometria de flujo y los experimentos
reportados previamente, indican que la disminuciéon de la tasa proliferativa de la
variante hsa-mir-301b que sobreexpresa dicho microARN, se debe con un retraso del

ciclo celular, asociado a la etapa G2/M del ciclo celular.

En suma, como resultado del analisis conjunto de los ensayos realizados, en el

abordaje de los tres estudios seleccionados para estudiar el efecto en la proliferacién

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos

[80]



Resultados y Discusion

de la sobreexpresion del hsa-mir-301b, podemos extraer algunas conclusiones. En
primer lugar, las tres estrategias seleccionadas para realizar el estudio permitieron
desarrollar positivamente el objetivo planteado. En segundo lugar, la evidencia
extraida de los ensayos realizados muestra que la sobreexpresion del hsa-mir-301b,
provoca una disminucidn de la tasa proliferativa, acompafiada aparentemente de una
disminucion de la tasa metabdlica. Asimismo, podemos plantear que la disminucién de
la tasa proliferativa se encontraria asociada a un retraso o aplazamiento de las células
en la etapa G2/M del ciclo celular.

Por ultimo, la evidencia extraida de los ensayos realizados, en relacién con los
antecedentes y el marco tedrico del trabajo, nos permiten plantear y concensuar el
efecto observado para la sobreexpresién del hsa-mir-301b con la biologia de las células
madre de cancer. Sabiendo que este microARN se subexpresa durante la
diferenciacién a las 24h, inducida por suero en las prostatoesferas. Sumado a que la
sobreexpresién del hsa-mir-301b correlaciona con las CSCs de LNCaP aisladas
mediante la utilizacién de marcadores de superficie como CD44 y CD24. Se establece
gue la sobreexpresion del microARN, aportaria al mantenimiento del fenotipo de las
células madre de cancer, manteniendo un estado indiferenciado de las mismas.
Teniendo en cuenta, los resultados obtenidos del estudio del efecto en la proliferacion
del hsa-mir-301b, podemos establecer que la sobreexpresién del mismo, posiblemente
se encuentre colaborando en el mantenimiento del estado de quiescencia celular
presente en esta estirpe celular (Moore, N. and S. Lyle, (2011)). Asimismo, un trabajo

reciente, que estudié subpoblaciones de células CD447"

gue muestran un perfil
fenotipico de tipo célula madre, aisladas a partir células frescas de carcinoma de
prostata humano (entre otros) reporta que estas células muestran una mayor
resistencia a la apoptosis asociada a un aplazamiento de la fase G2 del ciclo celular
(Harper, L. J., D. E. Costea, et al. (2010)). Estos resultados apoyan nuestra hipdtesis de
que la quiescencia de las células madre se deba a un incremento del arresto en G2/M.
Seria interesante realizar los ensayos de induccién de la apoptosis correspondientes
con estas lineas celulares transfectantes, para efectivamente establecer una relacién

certera. Por otro lado, estos resultado anticipan la posibilidad de que la

sobreexpresidon de hsa-mir-301b, al disminuir la proliferacion celular, incrementen la
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resistencia de las células de carcinoma prostatica a las drogas citostdticas que se

administran en la terapéutica farmacoldgica de la enfermedad en su fase metastatica.

Analisis de la actividad de los posibles genes blancos del hsa-

mir-301b.

Con el fin de indagar y estudiar los posibles genes blancos del hsa-mir-301b, se disefio
y realizé una estrategia utilizando los recursos informaticos disponibles. La préctica
habitual para la busqueda de genes con sitios blanco para un microARN, consiste en el
uso simultaneo de varios algoritmos, seguido por el establecimiento de un grupo
interseccion de los resultados obtenidos por los diferentes buscadores (Witkos, T. M.,
E. Koscianska, et al. (2011)). El establecimiento de una lista interseccidn con los genes
resultantes de los algoritmos de busqueda, adiciona robustez a la prediccién dado que
el conjunto seleccionado de genes, es aquel que posee y cumple con todas las
caracteristicas de busqueda evaluadas por los distintos programas predictores. De este
modo, seleccionamos aquellos genes blancos que son compartidos en la prediccién de
los distintos programas de busqueda utilizados. La busqueda de genes blancos
predictivos se realizé utilizando los distintos algoritmos de la pagina web denominada

Mirwalk (http://www.ma.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/), tal como se explica

en la metodologia. Como resultado de la primera etapa de la estrategia, se obtuvo una
lista de 308 genes (ANEXO 1). Esta lista corresponde a aquellos genes, que son
predichos como blancos del hsa-mir-301b en el 3" UTR, por los 6 algoritmos de
prediccion utilizados (conjunto interseccion). En la siguiente etapa de la estrategia,
estudiamos la posible correlacion entre los niveles de ARNm de estos 308 genes vy el
estatus o evolucion de la neoplasia en un gran grupo de muestras clinicas disponibles
en la base de datos de Oncomine, tal como se explica en la metodologia. Con este
analisis, buscamos establecer cual de estos genes blancos predictivos del hsa-mir-
301b, presentan efectivamente un perfil de subexpresién modular en tumores
prostaticos, y que por tanto puedan tener una relevancia fisiolégica en el desarrollo o
establecimiento del cancer de préstata. De este modo, descartamos de la lista aquellos
genes cuya expresion a nivel de ARNm no se ve modificada en el PCa, y por ende son

candidatos menos probables de regulacidon por hsa-mir-301b en tejido prostatico. El
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resultado de la busqueda en ONCOMINE, muestra los diferentes subgrupos de genes
que presentan un cambio modular en la expresion (en direccién tanto de subexpresién
como de sobreexpresién), asi como, la correlacion significativa entre los concepto de
estudio. ONCOMINE proyecta una interfaz grafica donde numera los subgrupos de
genes que encontré correlacionados con las distintas categorias o conceptos que
presenta la base de datos para cada tipo de cancer. La misma exhibe las siguientes
categorias o conceptos: Carcinoma vs Normal, Cancer vs Cancer, Metastasis vs
Primario, Recurrencia vs No Recurrencia, Subtipo Molecular basado en Biomarcadores,
Subtipo Molecular basado en Mutaciones, Subtipo Patolégico basado en el Grado,
Subtipo Patolégico basado en el Estadio. Como resultado de esta etapa se encontraron
correlaciones estadisticamente significativas (p-valor < 0.001, odds ratio > 2) entre los
genes blanco predictivos y practicamente todos los tipos de neoplasia disponibles en
ONCOMINE (TABLA 9). Esto podria sugerir que hsa-mir-301b es un microARN que
afecta la biologia del cdncer de modo no especifico de tejido. De lo contrario, el set de
genes que interrogamos podria ser aun muy amplio para obtener un resultado
biolédgicamente significativo en el contexto de todas las clases de tumores. Es
importante destacar que en todos los casos se observa correlaciéon tanto con la
subexpresién (indicados por numeros azules en la TABLA 9) como con la
sobreexpresién (indicado por numeros rojos en la TABLA 9) de los genes blancos. Esto
podria sugerir que el modo de accién de los blancos del hsa-mir-301b dependa del
subtipo o etiologia del tumor, o qué aun estamos trabajando con un set demasiado
grande de genes. En el caso especifico del Cancer de Préstata (recuadro rojo de la
TABLA 9), se encuentran diez estudios de expresién génica global que correlacionan
con la lista de genes blancos predictivos. Dos de ellos correspondieron con perfiles de

sobreexpresién y los ocho restantes con perfiles de subexpresién.
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Cancer Cancer vs. Cancer Cancer Subtype Analysis
WS,
Nom al -
Comcept Type by Cancer = g u G 5.5 | & B & gu | &
R 0 I N I o I L O PO O T
£ : cs | 8 2| 33| 25| s28 | sz | EG2) S = -
& = Ey | S.E| 288 | 585 | 8¢ | 585 | Fr2 | 3.E H
L] 3 = : =] 3 e = g+ oW =
OT - oo I5E Zae | ZRE | E30 | ER5 | e | 25& &
Eladder Cancer 1 1
Brain and CHS Cancer 5 5 3 3 & 1 1 2 3 1 1
Ereast Cancer 214 4 1 1 L] 1] 6 2 3 2 1
Cervical Cancer 1 1 1 i 1
Colorectal Cancer 2 2 6 1 1 11| 3 1 2

Esophageal Cancer
Castic Cancer 1 1 1 1 1

Head and Neck Cancer 1 1] 12 1 1 1 4
Kidney Cancer 111 1 2 1 2
Leukemia 1111 1 1 4 3 3
Liver Cancer 1|1
Lung Cancer 3 3 2 2 2 3 1 2
Lymphoma 211 1 2|3 11 1
Melanoma 1 1 411 1 2 1
Myeloma 2 1
Other Cancer 2 1 1
Ovarian Cancer 3 3 2 1 3 1 1 1 3 1| 3 3 1 1
Pancreatic Cancer 2 1 1 1
|  Prostate Cancer 1 4 2 2 1
Sarcoma 2 5 4 2 1 3
Significant Unique Concepts 6 19]28 24012 7|16 3|1 3| 7T 3JL15 1% 5 11|19 15} 2 & 111 &

Red: Over-expression  Blue: Under-expression

Tabla 9. Correlacion entre los 308 genes blancos tedricos de hsa-mir-301b y estatus o evolucion de
neoplasias en estudios de expresidon génica en muestras clinicas. Se observa la interfaz grafica mostrada
en el programa Oncomine, que presenta los estudios correlacionados con la lista de genes blancos
predictivos del hsa-mir-301b. Los parametros de busqueda de correlacion fueron, p-valor < 0.001, odds
ratio > 2 y niveles de ARNmensajeros. En el rectangulo rojo se enmarcan los estudios presentados para
cancer de proéstata. Los nimeros indican el nUmero de estudios en los que se detecta una correlacion
significativa entre la lista de genes y la modulacién en las muestras registradas. Los colores rojo y azul

indican la sobreexpresion y la subexpresion de los genes interrogados respectivamente.

Dado que nuestro objetivo al interrogar las bases de datos de expresién génica global
fue reducir la lista de genes blancos tedricos a aquellos que se vean efectivamente
subexpresados en PCa, se seleccionaron Unicamente aquellos estudios de PCa que
presentan un perfil de subexpresidn. De los ocho estudios de subexpresion, finalmente
seleccionamos seis (TABLA 10), descartando dos estudios que resultaban redundantes

por tratarse de la misma muestra y el mismo concepto de estudio (recurrencia del
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cancer) evaluado en tres condiciones, la recurrencia del cancer al afio, a los tres afos y
a los cinco afos. Esto implicaba una gran carga de genes compartidos en los tres
estudios, que posiblemente sesgara nuestro estudio. Por lo tanto, se resolvid descartar
dos (recurrencia a los tres y cinco aifos) dejando solo el estudio correspondiente al afio
de recurrencia. Los estudios seleccionados representan una diversidad de conceptos
relacionados con el desarrollo y la biologia del cancer (estatus, recurrencia, metdstasis,
estadio). Esto podria estar indicando que la accion del microARN en estudio,

englobaria una diversidad de procesos interesantes en el desarrollo del cancer.

Ne | Ne
Estudio de PCa Concepto comparado N2 de muestras tota ¢E|e genes de .genes Odds ratio| P-valor
estudiados correlacionados
Arredouani  |Estatus: Normal vs. Carcinoma Ngrmal () 1957 54 2.1 4.17E-6
Carcinoma (13)
Taylor EvquuE)n clinica: Recurrenga No Recurrenc.la (115) 9973 72 30 5 91E-13
a un afio vs. No Recurrencia Recurrencia (9)
Nanni Evoluu?n clinica: Recurren.ua No Recurren.aa (17) 631 26 27 1.91E-5
a un afio vs. No Recurrencia Recurrencia (5)
o T Primario ve. tio Primario (131
Taylor Sitio umo,r rlmarlo Vs Sitio rllmar.lo (131) 9923 53 20 1.36E-5
Metdastasis Metastasis (19)
T Primario ve. tio Primario (7
Varambally Sitio umo,r rlrpano Vs Sitio ,rlma.rlo (7) 978 )8 21 6.13E-4
Metastasis Metastasis (6)
- . Estadio Il (26)
Bittner EStaE‘i'tZ' df‘:ir\'/:;az;;'zo(m ve- Estadio Il (13) 978 29 2.2 2.76E-4
Estadio IV (4)

Tabla 10. Estudios de expresién génica global de PCa que correlacionan con la subexpresién de los

genes blanco predictivos de hsa-mir-301b.

Otro aspecto interesante, concierne a los valores de significacién (p-valor) de
correlacién que muestran los estudios. En todos los casos, estos valores se encuentran
muy por debajo de un valor de p = 0.001. Con la finalidad de reducir la lista de genes
blanco predictivos inicial en base a estos hallazgos, seleccionamos aquellos genes que
se encuentran compartidos por lo menos en cuatro de los seis estudios seleccionados.

Esto resultd en una lista de 17 genes que se muestra en la TABLA 11.
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P l12|3|4]|5]|8 Gene

PHACTRZ

CAvzZ

ITFR1 Estudios seleccionados:

SLMARP

CHD3 . . . .

— | 1. Carcinoma de Préstata - Recurrencia a 1 afio - (Taylor).
PPARGCLA

RSUL 2. Carcinoma de Prdstata vs. Normal - (Arredouani).

WPS3TA 3. Cancer de Préstata - Metastasis - (Taylor).

C3orfed

. S — 4. Carcinoma de Prdstata - Recurrencia a 1 afio - (Nanni).

EREE ZIP 6. Cancer de Préstata - Metastasis - (Varambally).
KRTZ23

clal
CFLZ
PARVA,

SLCEAL

Tabla 11. Lista de genes sub-expresados en por lo menos cuatro de los seis estudios, que correlacionan
significativamente con los 308 blancos tedricos de hsa-mir-301b. Los cuadros coloreados o vacios
indican respectivamente la presencia o ausencia de la sub-expresion del gen en los estudios indicados
del 1 al 6. Los cuadros coloreados en la columna P simbolizan que el gen fue registrado en los 6 estudios

seleccionados.

Este paso de filtrado reduce mucho la lista de genes blancos candidatos, dado que
acotamos la lista a aquellos genes que presentan correlacién por lo menos con cuatro
trabajos de PCa y que participan en la mayor cantidad de conceptos interesantes para
la clinica del cancer de préstata. Seguidamente, para cada gen presente en la nueva
lista, realizamos un analisis individual de asociacion en el programa ONCOMINE. En el
mismo, estudiamos la correlacién de expresién a nivel de datos de ARNm de cada gen
individual de la lista de 17 genes, interrogamos nuevamente todos los estudios clinicos
de céncer de prdstata existentes en la base de datos. En este paso, descartamos
aquellos genes que no presentan un perfil de subexpresién general, en el total de los
estudios de expresion de cancer de prostata (resultados no mostrados).
Entendiéndose, por perfil general de subexpresién, cuando un gen presenta un perfil
de subexpresién en por lo menos la mitad mas uno del total de los estudios con los
gue mostrd correlacién. Los genes descartados en este paso fueron: C3orf64, CHD9,

VPS37A y ERBB2IP. Al descartar aquellos genes que no presentan un perfil general de
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subexpresién, adicionamos mayor significado bioldgico a la lista de genes
seleccionados, teniendo en cuenta la hipdtesis y el marco tedrico de este trabajo. De
esta forma, los genes hasta ahora seleccionados, franquearon dos filtros. El primero de
ellos, el andlisis primario realizado con el concepto inicial de los 308 genes blancos
predictivos ingresados en ONCOMINE. Los genes derivados de este estudio, presentan
un perfil de subexpresion modular y significativo en estudios relacionados al
establecimiento, evolucién y desarrollo del cdncer de préstata. Como producto del
segundo filtro, los genes seleccionados presentan adicionalmente un perfil general de
subexpresién en el conjunto de estudios clinicos de cancer de préstata presentes en
ONCOMINE.

Posteriormente, pasamos a estudiar la expresion de la lista de genes establecida, en
otras bases de datos de expresién, con el objetivo, de investigar mas las tendencias de
expresion establecidas en ONCOMINE. Se consultaron datos de expresidon génica
obtenidos mediante la aplicacion de otras técnicas y metodologias moleculares de
cuantificacion. Las bases de datos elegidas fueron, la del Cancer Genome Anatomy

Project (http://cgap.nci.nih.gov/) y la del Human Protein Atlas

(http://www.proteinatlas.org/). Especificamente, comparamos la expresién de cada

uno de los 13 genes seleccionados en el paso anterior, en las condiciones cancer de
préstata y préstata normal. En la base de expresion Cancer Genome Anatomy Project
(CGAP), consultamos datos de secuenciacién, particularmente, cuantificacién
mediante la técnica SAGE (analisis en serie de la expresidon génica). A partir de los
resultados extraidos del estudio realizado en CGAP, podemos observar que para la
gran mayoria de los genes evaluados (10 de 13), se confirma la correlacién de
expresion establecida en el analisis en ONCOMINE (FIGURA 28). Solamente el gen
RSU1, contrariamente a lo visto en ONCOMINE, presentd un mayor nivel de expresion
en cancer de préstata en relacion a prostata normal. Los genes PPARGC1A y QKI

aparecen al mismo nivel de expresién en ambas condiciones (FIGURA 28).

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos


http://cgap.nci.nih.gov/
http://www.proteinatlas.org/

Resultados y Discusion

Expresion Fi o8, M g |
- igura . apa de calor
SO TR T
- comparando la expresidon de los
Genes TAG © ® genes indicados en tejido
prostatico normal (N) y céncer
CFL2 ATGGCARTTT
SLMAP ATTTRATARA (C). Generado por el CGAP.

SLCaA1 TTTTGAAGAA
PTGERZ TAAATGTAAA
PARVA ATTTGGGARAC

Cav2 TIGTTTGTTT
GJAl TGTTCTGGAG
RSU1 TATTTTTCAA

PPARGCIA TATTGTTGTG
ITPRL  GATCTCATTT
OKI TTGTTTGTAR
stesar  Taaccecach [
SLCBAL  ACAAACAACA
KRT23  AGACCAATGA

La confirmaciéon de los resultados obtenidos en ONCOMINE, es importante si se
considera que se consultan datos de expresion de bases de datos y estudios
independientes, obtenidos mediante la utilizacién de otras tecnologias de
cuantificacion.

En la base de datos de expresidn Human Protein Atlas, evaluamos también Ia
expresion de los 17 genes seleccionados a nivel de proteina, usando particularmente
datos de inmunoensayos. Para algunos genes no fue posible realizar el andlisis en la
base Human Protein Atlas puesto que no existian datos de expresidon reportados para
dicho gen o los datos disponibles no permitieron realizar un analisis concluyente de la
expresion diferencial de la condicién en estudio. Dentro de estas dos categorias
mencionadas, se encuentran los siguientes genes: CAV2, PPARGC1A, RSU1, PTGER2,
QKI. De todas maneras, algunos genes pudieron ser evaluados y de hecho confirmarse
la tendencia reportada en los estudios de ONCOMINE y CGAP. Los genes GJA1, KRT23,
ITPR1 y SLC8A1 cumplieron con todas las etapas de filtrado propuestas en este analisis,
siendo los candidatos que muestran mayor consistencia en la evaluacién realizada.
Mientras que los genes que muestran una relacidon inversa a la observada en

ONCOMINE son: SLMAP, VPS37A, CFL2 y PARVA. Reforzar la tendencia de expresion
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establecida a nivel de ARNm, con datos de expresidon a nivel proteico, adiciona
consistencia a la tendencia de expresion establecida. Puesto que a causa de la
existencia de la regulacién de la expresién génica a nivel traduccional y post-
traduccional, muchas veces la tendencia establecida a nivel de ARNm no se
corresponde con la tendencia final a nivel proteico, de modo que es importante
confirmar que el gen blanco putativo se ve efectivamente subexpresado a nivel
proteico, segun el efecto esperado por la modulacidn via microARNs.

A continuacién, se muestra la TABLA 12 que muestra para cada uno de los genes los
resultados establecidos en cada analisis. Ademas, se sefialan los genes que, como
resultado del estudio presentan el mayor interés como posibles genes candidatos

blancos del hsa-mir-301b en cancer de prdstata.

Asociacion
Genes individual de Estudio en base de | Estudio en base de
cada gen en datos C.G.A.P. datos H.P.A.
Oncomine
GJA1 + + N
KRT23 + o
ITPR1 + N "
SLC8A1 + + ;
Qxi + +/- nd
PTGER2 + + d
CAV2 + +/- d
PPARGCI1A + + nd
PHACTR2 + nd +
SLMAP + N -
CFL2 + N -
PARVA + N -
RSU1 + R nd
ERBB2IP - nd o
VPS37A - nd I~
CHD9 - nd nd
C3orf64 = nd nd

Tabla 12. Los genes marcados con amarillo y verde, son aquellos genes que pasaron o no pasaron

satisfactoriamente los filtros establecidos respectivamente.
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En esta seccién se analiza la bibliografia en busqueda asociaciones entre los genes
blanco de hsa-mir-301b seleccionados bioinformaticamente y el cancer de préstata. En
particular, se investiga si es identificado como un gen supresor de tumor, puesto que
esto constituye un resquicito necesario para nuestra hipdtesis de trabajo. Esta
aproximacion constituye un modo de obtener evidencia adicional, de indole empirico,
a favor o en contra de su posible rol como blancos fisiolégicos de hsa.mir.301b en PCa

en el hombre.

GJA1 o Cx43:

La proteina codificada por el gen GJA1 es miembro de la familia de las conexinas,
proteinas constituyentes de las uniones GAP que se componen canales intercelulares
proporcionando una via para la difusién de materiales de bajo peso molecular de una
célula a otra. Es la principal conexina constituyente de las uniones GAP en el corazény
se cree participa en muchos procesos fisioldgicos, incluidos la regulacion de la
excitabilidad neuronal, el transporte de electrolitos y la diferenciacién de los
gueratinocitos epiteliales (www.genecards.org).

En un trabajo de 2008, se evidencid que la conexina 43 (Cx43) induce directamente la
expresion de E-cadherina, inhibiendo el comportamiento maligno de las células
cancerosas de pulmén (Xu, H. T., Q. C. Li, et al. (2008)). Especificamente se comprobo,
gue Cx43 puede inducir la expresidon de E-cadherina e inhibir la proliferacién celular,
asi como, la progresién del cancer de pulmdn. En otro trabajo publicado en 2007, se
demuestra que en células LNCaP de cancer de proéstata, la conexina 43 induce la
sensibilizacién a la apoptosis a través del receptor TNF-1 (Wang, M., V. M. Berthoud,
et al. (2007)). Al mismo tiempo, en un trabajo publicado en 2008 se demuestra que la
expresion de la conexina 43 en células de cancer de mama provoca una reduccion de la
metadstasis pulmonar (Li, Z., Z. Zhou, et al. (2008)). Asimismo, sugieren que la expresién
de Cx43 disminuye el potencial metastdsico de las células de cdncer de mama, a través
de un mecanismo relacionado con la expresion de N-cadherina y la modulacion de la
apoptosis. Recientemente se le atribuye un valor prondstico en pacientes con cancer
de prdstata (Benko, G., B. Spajic, et al., (2011)).

Un trabajo muy reciente, evidencia que el cluster de microARNs mir-221/222 se

encuentra significativamente sobreexpresado en las células malignas de glioma y
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reprime la expresién de Cx43 (Hao, J., C. Zhang, et al, (2012)). De hecho, la Cx43 es una
de las conexinas mas importantes en el establecimiento de uniones GAP en las células
gliales. Mediante aproximaciones experimentales como oligonucléotidos anti-miR,
Northern blot, Western blot y ensayos reporteros de luciferasa, permitieron
determinar que el cluster mir-221/222 presenta una funcién oncogénica (oncomiR) en
el glioma.. También existe evidencia acerca de otros microARNs, como el hsa-mir-206 y
hsa-mir-1, que regulan la expresién del gen CX43 mediante la interaccion con la regidn
no traducida al 3’ del ARNm, provocando alteraciones en la diferenciacién celular
durante el desarrollo de las células del musculo esquelético (Anderson, C., H. Catoe, et
al. (2006)).

En suma, existe evidencia del rol de GJA1 como un gen supresor de tumor en varios
tipos de tumores, incluyendo préstata y una de las lineas celulares de donde se
identificd el hsa-mir-301b (LNCaP). Estoapoya su papel como posible gen blanco de

este microARN, ya que nuestra hipétesis lo postula como un oncomir.

KRT23:

La proteina codificada por el gen KRT23 es un miembro de la familia de las queratinas,
proteinas constituyentes de los filamentos intermedios. Constituyen fibras muy
dindmicas del citoesqueleto que son reconocidas por su participacion clave en la
integridad estructural de las células epiteliales (www.genecards.org)siendo las
proteinas mdas abundantes en las células epiteliales. Su funcién principal es la
resistencia al stress mecdnico al que estdn expuestas continuamente las células
epiteliales. No obstante, mas reciente en su historia, se les ha reconocido funciones
relacionadas con la sefializacidn celular, apoptosis y respuesta al stress (Coulombe, P.
A. and M. B. Omary (2002)).

En un trabajo publicado en 2001 se reporta que el butirato sédico (inductor de la
diferenciacién y la apoptosis celular) provoca un gran incremento de la expresion de la
gueratina 23 (Zhang, J. S., L. Wang, et al. (2001)), en la linea celular de cancer
pancreatico humano AsPC-1. De modo similar, la induccidn de la diferenciacién de las
CSCs de prostata por suero produce la disminucion del hsa-miR-301b vy, por lo tanto, el
incremento de la expresion de sus genes blancos; esto concuerda con la posibilidad de

gue este microARN inhiba la diferenciacion reprimiendo KRT23. Otro trabajo reciente
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establece la participacién de la queratina 23 en la modulacién de la accién de la
proteina 14-3-3¢ (Liffers, S. T., A. Maghnouj, et al. (2011)), conocida por su
intervencion en el control del ciclo celular, un proceso que aqui mostramos es
afectado por el hsa-miR-301b. Un trabajo de 2008, establece que las células EPT1, que
proponen como modelo de estudio de transicién epitelial mesenquimal (EMT),
subexpresan el gen KRT23 comparadas con las células EP156T que no experimentan
EMT (Ke, X. S., Y. Qu, et al. (2008)). Considerando que uno de los efectos de la
sobreexpresion del hsa-mir-301b es el aumento de la invasién, que la subexpresion de
KRT23 este asociada a la transicion EMT lo vuelve un interesante blanco posible de
hsa-mir-301b. . En suma, las evidencias asociadas a este gen lo convierten en un blanco

del hsa-mir-301b muy interesante para validar experimentalmente.

ITPR1 o IP3R1:

Este gen codifica un receptor intracelular para el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). Su
estimulacion por inositol 1,4,5-trifosfato, desemboca en la liberacion de calcio desde el
reticulo endopldsmico. Se considera muy importante la participacién de dicho gen en

las cascadas de sefializacién intracelular mediadas por calcio (www.genecards.org). En

un trabajo publicado en 2005, se reporté que la subexpresion de este gen inducia la
adquisicion de un fenotipo resistente a la apoptosis, a la vez que disminuia la
sensibilidad al cisplatino de las células cancerosas de vejiga. Asimismo, se hallé que la
sobreexpresidn de este gen induce la activacion de los mecanismos efectores de la
apoptosis celular y reconstituye la sensibilidad de las células al cisplatino (Tsunoda, T.,
H. Koga, et al. (2005)). En la actualidad, esta demostrado que el Ca** es un mensajero
general en las células, responsable del control de numerosos procesos celulares como
el crecimiento y la muerte. Aunque la sefializacion celular de Ca®* inducida por IP3 se
encuentra bien documentada en la actividad fisiolégica de numerosos tipos celulares el
papel de este tipo de sefalizacién en las células cancerosas aun se desconoce

(Szatkowski, C., J. B. Parys, et al (2010)).

SLC8AL:
El gen SLC8A1 da a lugar a un intercambiador de Na"/Ca2+ de baja afinidad, una

proteina de membrana cuya funcion es regular las concentraciones intracelulares de
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calcio. Se encuentra fundamentalmente en la membrana mitocondrial y en las
membranas del reticuloendopldsmico de las células excitables, estando involucrado en
una variedad de funciones celulares, incluyendo el control de neurosecreciones, la
relajacion del musculo cardiaco y el mantenimiento del Ca®* intracelular en el reticulo

endoplasmico y sarcopldsmico (www.genecards.org). En un trabajo reciente, se

establecidé que los genes SLC8A1 y TRPC1 participan en una interaccién con TGF-beta
gue modularia la motilidad de las células del ducto pancredtico, consecuencia de la
modulacién de la entrada de Ca®* (Dong, H., K. N. Shim, et al. (2010)). Ademds, se ha
observado que la expresion del ARNm de SLC8A1 se incrementa cuando el epitelio
prostatico aumenta su polarizacion y su adhesién célula-célula en respuesta al estroma
en cultivos tridimensionales (Chambers, K. F.,, J. F. Pearson, et al. (2011)). Es
interesante que este proceso este también regulado principalmente por la via de TGF-
beta. SLC8A1 podria estar modulando las uniones intracelulares a través del control de
los niveles de calcio y potasio intracelular. En acuerdo con esta funcion, las
prostatoesferas, que muestran una mayor capacidad de crecimiento independiente de
anclaje y una mayor capacidad invasiva que su contraparte diferenciada adherente,
expresan mas hsa-mir-301b y por ende, menor cantidad de sus posibles blancos. De
acuerdo a los efectos descritos en los trabajos discutidos, la posible supresién de
SLC8A1 contribuiria a generar el fenotipo de prostatoesfera. Esto convierte a SLC8A1
un otro gen interesante para validar su interaccién con el hsa-mir-301b

experimentalmente.

QKI (quaking):

Es una proteina de unién al ARN, su accién en la regulacion de la expresion es a nivel
del empalme del pre-ARNm, la exportacién del ARNm, la estabilidad del ARNm v la
traduccién de proteinas. Posee un reconocido rol en la mielinizacién, es un regulador
de la diferenciacién y maduracién de los oligodendrocitos. Durante la diferenciacion de
las células gliales, las proteinas QKI regulan la expresién del supresor de tumor

CDKN1B (p27) y de la proteina basica de mielina (MBP) (www.genecards.org). Las

mutaciones en el gen humano quaking, asi como, la reduccién de su expresion se
correlacionan con los gliomas humanos y el cancer de colon (Biedermann, B., H. R.

Hotz, et al. (2010)). En las células productoras de mielina en los mamiferos, QKI

Hsa-mir-301b en el cancer de prostata: Proliferacion celular y actividad de genes blancos

[93]


http://www.genecards.org/
http://www.genecards.org/

Resultados y Discusion

promueve la expresién de los factores necesarios para la diferenciacidon terminal y la
produccién de mielina (MBP, el MAG y Krox 20). En las células progenitoras neuronales
la expresidon de QKI activa y promueve el perfil de diferenciacidn hacia células gliales.
(Biedermann, B., H. R. Hotz, et al. (2010)). En un trabajo en 2005 realizaron la
busqueda bioinformatica de los ARN mensajeros blancos de QKI/ basados en la
secuencia de reconocimiento establecida y posteriormente estudiaron las
caracteristicas de estos ARNm (Galarneau, A. and S. Richard (2005)). Una gran
proporciéon de estos ARNm participan en el desarrollo y se vinculan con la
diferenciacién celular. Asimismo, un 24% se encuentra relacionado con el crecimiento
celular. Por otro lado, se encontrd una delecién de QKI en el 29% de las muestras de
glioblastoma multiforme, sugiriendo que actua como gen supresor de tumor (Yin, D., S.
Ogawa, et al. (2009)). De modo similar, otros investigadores hallaron que QKI se
encuentra generalmente suprimida y hasta en algunos casos ausente, en el cancer de
colon. Por otro lado, la sobreexpresién de QKI, deriva en una reduccidon en la
proliferaciéon y tumorigenicidad de las células y un aumento de marcadores de
diferenciacién de enterocito (IAP y lactasa). De este modo, QK/ funcionaria como un
regulador en la diferenciacion de las células epiteliales de colon presentando
propiedades supresoras de la carcinogénesis (Yang, G., H. Fu, et al. (2010)).

Finalmente, en el trabajo de Duhagon, M. A., E. M. Hurt, et al. (2010), donde se
desarrolld un modelo para aislar y cultivar selectivamente las prostatoesferas, se
demostrd la subexpresion de QK/ en las prostatoesferas en relacién a su contrapartida
de células adherentes. Dado que mir-301b se identificé en este mismo modelo, este
trabajo deuestra la expresidn invertida simultanea de este microARN y QKI, lo que lo

convierte en un excelente blanco candidato para continuar estudiando.

PTGER2:
Este gen codifica el receptor de la prostaglandina E2. E2 es un metabolito derivado del
acido araquidodnico que posee diferentes actividades bioldgicas en una amplia gama de

tejidos celulares (www.genecards.org). Un trabajo publicado en 2006, muestra una

asociaciéon entre el PCa y PTGER2, correlacionando directamente el gen con la
carcinogénesis; especificamente, la expresion de PTGER2 se asocia con un aumento en

la malignidad y desarrollo tumoral (Miyata, Y., S. Kanda, et al. (2006)). En el mismo
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sentido, un trabajo publicado mas recientemente, propone un rol para este gen en la
induccion de la angiogénesis. Ademas, se ha planteando el bloqueo de la via de
transduccidon de este gen para inducir la inhibicién del crecimiento del PCa con
objetivos terapéuticos (Jain, S., G. Chakraborty, et al. (2008).). Estos antecedentes
posicionarian a PTGER2 como un oncogen, lo va en contra con la posibilidad de que
sea blanco de un oncomir como hsa-mir-301b. No obstante, en contraposicién con los
resultados anteriormente mencionados, ratones nulos para PTGER2 los tumores
desarrollados por los animales exhibian mayor tamafo y un fenotipo mas agresivo, asi
bien exhiben menor sensibilidad carcinogénesis inducida por irradiacién UV
(Brouxhon, S., R. L. Konger, et al. (2007)). En linea también con un papel de gen
supresor de tumor, Sugino et al, encuentran frecuentemente silenciado
epigeneticamente en las lineas celulares de neuroblastoma , siendo mas frecuente en
los estadios avanzados que en los estadios tempranos de esta patologia. (Sugino, Y., A.
Misawa, et al. (2007)) La evidencia disponible, indica entonces tanto un papel
oncogénico como de supresor de tumorpara PTGER2, lo que probablemente dependa
de el momento de la carcinogénesis en el que se considere, asi como el tipo y/o
subtipo de cancer considerado. Por esta razon la literatura cientifica en torno a
PTGER2 no lo posiciona como genes blancos mas interesantes para validar
experimentalmente de nuestra lista pero tampoco permite descartarlo

completamente como posible blanco de hsa-mir-301b.

CAV2:

La proteina CAV2 constituye un componente importante de la superficie interna de las
caveolas. Las caveolas son pequefias invaginaciones de la membrana plasmatica, que
estan involucradas en funciones celulares esenciales, como la transduccion de senales,
el metabolismo lipidico, el control del crecimiento celular y la apoptosis. Los genes CAV
1y 2 estan co-localizados en una regidn altamente conservada, que abarca un sitio
fragil conocido (7931.1), puesto que su eliminacién presenta asociacion (pérdida de
heterocigosidad) con una gran variedad de canceres humanos, incluyendo el cancer de
mama, de colon, esdfago, cabeza y cuello, rifidn, boca, pancreas, préstata, ovario y

estomago (www.genecards.org). Asimismo, estudios con ratones que presentan

deletado el gen CAV-1, sugieren que tanto CAV-1 como CAV-2 podrian cumplir
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funciones como genes supresores de tumores para algunas neoplasias malignas
(Langeberg, W. J., S. A. Tahir, et al. (2010)) (Fra, A. M., E. Pasqualetto, et al. (2000)). En
el 2004, dos trabajos independientes reportanque CAV2 se encuentra en una regione
gendmica que confiere susceptibilidad al cancer de préstata y que muestra una
diferencia significativa en el nivel de expresion de ARNm entre el tejido tumoral y el
tejido normal. (Burmester, J. K., B. K. Suarez, et al. (2004) Chene, L., C. Giroud, et al.
(2004)). Toda la evidencia planteada posiciona a CAV2 como gen supresor de tumor en
cancer y especificamente en cancer de prostata, lo que lo convierte en un gen blanco

del hsa-mir-301b interesante para estudiar y validar experimentalmente.

PPARGC1A o PGC-1a:

Este gen pertenece a la familia de coactivadores transcripcionales PGC-1, juega un rol
central en la regulacién de la biogénesis y funcion mitocondrial. Posee una expresion
diferencial en tejidos de alto requerimiento oxidativo. En particular PGC-1a es un
regulador clave de la biogénesis mitocondrial, jugando un rol preponderante en el
control metabdlico y la homeostasis energética. Los niveles de PGC-1a responden a
distintos estimulos como, cambios en el suministro de nutrientes, fluctuaciones
térmicas, especies oxidativas, sefiales endocrinas (insulina y T3), citoquinas, demanda
energética, hipoxia, etc. Resulta fundamental su funciéon para una correcta respuesta
de la funciéon mitocondrial a los distintos estimulos que afecten a la célula (Anderson,
R. and T. Prolla (2009)). En un trabajo publicado en 2007 en donde trabajaron con
células epiteliales de cancer de ovario, se observd que este gen se encuentra
subexpresado en cdnceres agresivos de ovario en comparacién con células de ovario
normal (Zhang, Y., Y. Ba, et al. (2007)). Ademas, evidenciaron que la sobreexpresion de
este gen en la linea celular de cancer de ovario (Ho-8910), promueve un aumento de la
apoptosis celular por intermedio de Bcl-2. Finalmente, plantearon que la supresidn de
PPARGCI1A seria un paso importante en la carcinogénesis de las células epiteliales de
ovario. En un trabajo de 2010, en el estudio de la relacién entre la actividad fisica y el
gen PGC-1a, encontraron e un microARN (mir-696) que poseia como blanco a dicho
gen. De hecho, observaron que en los miocitos que la variacién intracelular del mir-696
se correspondia con una regulacién negativa de la proteina PGC-la. Ademas,

encontraron que la disminucién del nivel de proteina PGC-la se asociaba a una
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disminucion en la biogénesis mitocondrial y en la oxidacién de 4cidos grasos (Aoi, W.,
Y. Naito, et al. (2010)). Shiota et al, mostraron que la supresiéon de PGC-1a provoca la
inhibicidn en el crecimiento de las células de PCaprovocando la acumulacion de células
en la fase G1 del ciclo celular (Shiota, M., A. Yokomizo, et al. (2010)). La evidencia
expuesta presenta al gen como un candidato interesante de estudio del hsa-mir-301b
teniendo la accién directa del mismo sobre el metabolismo celular y su accidn

inhibidora de crecimiento.

PHACTR2:

Los miembros de la familia Phactr 1-4, fueron caracterizados por su capacidad de
coinmunoprecipitar con la actina y la proteina PP1 (proteina fosfatasa 1ly se ha
sugerido que puedan desempeiiar un papel en la regulacién de la dinamica del
citoesqueleto. Se propone que estas proteinas evitarian la proliferaciéon de los
filamentos de actina mediante el secuestro de la actina-G. (Allen, P. B., A. T.
Greenfield, et al. (2004)) Ademas de su funcidon relacionada con la actina, es un
regulador de PP1; esta proteina es esencial para la progresion del ciclo celular durante

la transicion de mitosis a interfase (www.genecards.org). No se encontraron reportes

sobre los efectos producto de la supresidn de este gen que permitan relacionar con las

caracteristicas asociadas al microARN.

SLMAP:

Las proteinas del sarcolema asociadas a membrana (SLMAPs), comprenden una familia
Unica de proteinas codificadas por un Unico gen que mapea en el cromosoma humano
3p14.3-21.2. Guzzo et al, encontraron que colocaliza con la y-tubulina de los
centrosomas en todas las fases del ciclo celular. A su vez, se observé que niveles altos
de la proteina son letales en los cultivos de fibroblastos, mientras que la supresién del
gen es acompafnada de una acumulacion de las células en la fase de G2/M del ciclo
celular (Guzzo, R. M., S. Sevinc, et al. (2004)). Si bien la bibliografia asociada al gen es
escasa, resultoa interesante que su supresion se asocie con la acumulacién de células
en G2/M, considerando que producto de la sobreexpresion del microARN, observamos

un retraso de las células en G2/M.
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CFL2:

Es una proteina que pertenece al factor de despolimerizacién de actina (ADF) de la
familia de las cofilinas. Estas proteinas tienen un papel fundamental en la regulacién
de la dindmica de los filamentos de actina en una gran variedad de células. Se puede

unir a G y F-actina en una proporcién de 1:1 de cofilina-actina (www.genecards.org).

Un trabajo reciente de 2011, reporto que la subexpresion de este gen se correlaciona
directamente con el cancer de pancreas, proponiendo a este gen como un posible
biomarcador de uso clinico, asi como, un posible blanco de terapéutica (Wang, Y., Y.
Kuramitsu, et al. (2011)). No obstante, Ke et al, comunican que PARVA y CLF2 estan
sobreexpresados en una linea celular de PCa capaces de realizar la transicién epitelial
mesenquimatosa (EMT) comparadas con células que no experimentan EMT (Ke, X. S.,
Y. Qu, et al. (2008).). Esta evidencia indica entonces un papel oncogénico para este
gen, que no coincide con la hipétesis de accién del hsa-mir-301b, lo que lo ubica fuera

del grupo de genes prioritarios a continuar estudiando y validar experimentalmente.

PARVA:

Este gen es miembro de la familia de las Parvinas, proteinas de unién a la actina. Las
Parvinas poseen gran homologia con dominios calponina de unidn a los filamentos de
actina. Esta proteina es parte de un complejo de quinasas vinculadas a integrinas, que
desempeiian papel en la regulacion de la sefializacidn, organizacién del citoesqueleto,

adhesiéon celular y motilidad celular (www.genecards.org). Un trabajo publicado en

2008, establecido un modelo de estudio de la transicidon epitelial mesenquimal (EMT)
para el cancer de prostata. En la caracterizacién de las células EPT1, que proponen
como modelo de estudio de EMT, hallaron los genes PARVA y CLF2 estan
sobreexpresado en estas células comparadas con las células que no experimentan EMT
EP156T (Ke, X. S., Y. Qu, et al. (2008)). Esta evidencia indica entonces un papel
oncogénico para este gen, que no coincide con la hipdtesis de accion del hsa-mir-301b,
lo que lo ubica fuera del grupo de genes prioritarios a continuar estudiando y validar
experimentalmente.

En resumen, como resultado del analisis de la actividad de los posibles genes blancos

del hsa-mir-301b, podemos establecer primeramente, que la estrategia disefiada y
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realizada nos permitid hallar un grupo interesante de genes candidatos blancos del
hsa-mir-301b. Esto resulta estimulante si tenemos en cuenta que partimos con una
lista de 308 genes. Considerando que los predictores de microARNs generalmente
proporcionan un gran listado de genes blancos predictivos, constituye un desafio
acotar la lista a numeros manejables experimentalmente. Por otro lado, los
experimentos necesarios para validar un gen blanco candidato son costosos en
material y en tiempo, por lo que es fundamental tomar decisiones guiadas por todos
los datos disponibles a la hora de decidir que grupo de genes candidatos van a ser

abordados empiricamente.

Analisis en Diana MirPath.

En este punto, nos proponemos identificar las vias moleculares potencialmente
alteradas por la expresiéon de hsa-miR-301b a través de un método puramente
bioinformatico. La aproximacién que llevaremos adelante nos permite visualizar de
manera global y funcional, las vias de accidon en que participan los genes blancos
predictivos del hsa-mir-301b. En primer lugar, se realiz6 nuevamente la prediccion de
genes blanco para este microARN, utilizando el programa DIANA mirPath

(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/pathways/). Utilizamos los 3 algoritmos distintos de

busqueda de microARNs (DIANA-microT-4.0 versidn Beta, PicTar y TargetScan versién
5.0) disponibles en el programa para utilizar con el buscador mirPath, como se
menciona en la metodologia. El resultado de este analisis de prediccion de vias
muestra la agrupacion en diferentes vias o procesos biolégicos, de los genes
predictivos hallados por los 3 algoritmos utilizados. Este programa hace uso de la base
de datos de vias biolégicas KEGG Pathway, para facilitar la visualizacién de los
resultados de prediccién obtenidos, agrupandolos en las vias en que participan. No
obstante, es importante resaltar que esta aproximacidn, si bien brinda y facilita la
visualizacion de las posibles vias de accion del microARN, no ofrece informacién acerca
del modo en que module la via. Consecuentemente, aunque no es una estrategia que
nos permita definir certeramente la modulacién de la via predictiva, hace posible
formular o evaluar hipdtesis sobre el modo de accién del microARN a nivel molecular.
De este modo, nos permite definir vias de interés para un futuro acercamiento
experimental.
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En el gréfico de la FIGURA 29, se muestran los resultados obtenidos del analisis
realizado para el hsa-mir-301b. Especificamente, se presentan las 5 vias con los valores
de mayor significaciéon para el grupo unién de genes, predichos por los 3 algoritmos

utilizados.

Prediccion de vias para Hsa-mir-301b
Genes grupo Unidn

N2 Genes Union

TGF-beta -In (p-valor) Genes union

mTOR

Glioma ,
Cancer de

Préstata

Figura 29. Vias de sefializacion en las que participan los genes blanco predictivos para hsa-miR-301b.
Las barras en rojo muestran los valores de significacion promedio (-In (p-valor)) de los genes presentes

en cada via. Las barras en azul muestran el nimero de genes presentes en cada una de las vias.

Los resultados de este estudio (FIGURA 29), destacan la via TGF-beta con un valor de -
In (p-valor) de 27,84. Los valores de significacion de las vias predictivas que le siguen
son sensiblemente menores, lo que convierte a la via de TGF-beta. en un sujeto muy
interesante para futuros analisis experimentales. La superfamilia TGF-beta comprende
las proteinas TGF-beta, las proteinas morfogénicas dseas (BMP), activinas y otras
proteinas relacionadas y se expresa practicamente en todos los tejidos. Las proteinas
SMAD, son los efectores intracelulares de sefializacion de la via, estas son activadas
por receptores de membrana, que provocan su translocacién al nucleo, donde

efectuaran su accidén a nivel de la regulacion transcripcional. La via TGF-beta fue
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primeramente identificada por su rol clave en el desarrollo, a través de sus efectos en
la proliferacién celular, la diferenciaciéon y migracién, factores fundamentales en el
establecimiento de la estructura corporal y la diferenciacién de los tejidos (Derynck, R.
and Y. E. Zhang (2003)). Se considera también que esta via cumple un papel complejo
en la carcinogénesis, dependiente de la etiologia molecular especifica del tumor o del
tipo especifico de la célula de origen (Reiss, M. (1999)). De hecho, se le atribuye una
funcion supresora de tumor en las etapas iniciales de la carcinogénesis epitelial
asociada a su efecto inhibitorio en el crecimiento en las células epiteliales. Asimismo,
la pérdida de sensibilidad a los efectos antiproliferativos de TGF-beta se relaciona
frecuentemente con la reduccidn de expresién o inactivacion de los receptores de TGF-
beta, lo que genera una gran asociacidn con la progresiéon maligna (Reiss, M. (1999)).
En particular, el gen TGFBR2 (receptor de tipo Il de la via) es un locus blanco frecuente
de mutaciones inactivantes. De hecho, la inactivacién mutacional de TGFBR2 es el
evento genético mds comun que altera a la via de sefializacién y se produce en
aproximadamente entre el 20-30% de todos los cdnceres de colon (Biswas, S., A. Chytil,
et al. (2004)). Es generalmente aceptado que el efecto supresor del crecimiento que
presenta TGF-beta, constituye una via supresora de tumores que incluye los ligandos,
los receptores, los transductores que transmiten la seial corriente abajo y sus blancos
transcripcionales (de Caestecker, M. P., E. Piek, et al. (2000)). Sin embargo, el
panorama no es tan claro en los estadios mas avanzados del cancer. De hecho, existe
bibliografia que evidencia un efecto contrario de la via TGF-beta, en estadios mas
avanzados. Se ha visto que esta via vira de su funcidén supresora de tumor a hacia pro-
oncogénica en la progresidon hacia estados mas avanzados del tumor (Tang, B., M. Vu,
et al. (2003)., Jeon, H. S. and J. Jen (2010)). Incluso, se ha observado que la activacién
de TGF-beta en estados mas avanzados de algunos tipos de canceres, promueve la
capacidad invasiva y el potencial metastasico (Roberts, A. B. and L. M. Wakefield
(2003)). En suma, es posible que la via TGF-beta por lo general, funciona como un
regulador de crecimiento negativo en las células normales y en el desarrollo temprano
del tumor, pero que promueva la invasién tumoral y la metdstasis mediante la
induccion de la transicion epitelial mesenquimal y la neoangiogénesis posteriormente
(Jeon, H. S. and J. Jen (2010)). Asimismo, existe evidencia reportada en un estudio

donde trabajaron con un modelo de xenoinjerto en cancer de mama, donde se reporta
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que la pérdida de respuesta a TGF-beta se encuentra asociada a la promocion de la
transformacién maligna y la progresién de la enfermedad hasta alcanzar un estadio de
alto grado invasivo. No obstante, a partir de este ultimo estadio, la pérdida de
respuesta a TGF-beta pasa a prevenir la progresién del mismo, producto de la
supresion de la diseminacion metastasica. (Tang, B., M. Vu, et al. (2003)) De hecho, se
cree que la explicacidon de este fendmeno, que comprende un rol dual de la via en la
carcinogénesis, se encontraria asociado a los cambios y alteraciones cominmente
reportadas en los estadios avanzados del cancer. Las etapas mas avanzadas de la
progresién tumoral implican generalmente, una gran variedad de cambios y
alteraciones genéticos y/o epigenéticos que perturban radicalmente la interpretacion
celular de la via TGF-beta, provocando la transformacién de su respuesta a los mismos
estimulos (Tang, B., M. Vu, et al. (2003)). En un trabajo reciente un grupo de
investigadores realizé un estudio de meta-analisis para identificar y priorizar los genes
candidatos asociados con el desarrollo de cdncer de prdstata y la metastasis dsea
(Gorlov, I. P., K. Sircar, et al, (2010)). Se basan en informacion y datos de expresidn de
genes extraidos de la base de datos de expresion ONCOMINE, especificamente datos
de genes que presentan una expresion diferencial en la transicion desde prdstata
normal y cancer de prostata localizado hacia la enfermedad metastasica. Como parte
de esta busqueda reportan a la via TGF-beta, por tratarse de la via que presenta mayor
significacidn asociada al desarrollo de metastasis dsea. No obstante, observamos que
entre las 5 vias mas significativas para el grupo unidn de genes, encontramos las vias
de cancer de préstata y glioma. Que se halle la via de desarrollo del cdncer de prdstata,
involucra que el hsa-mir-301b exhibiria genes blancos involucrados con el desarrollo
del PCa. Si consideramos el marco tedrico del trabajo y la hipétesis del mismo, este
resultado es muy sugestivo. Asimismo, también resulta interesante la asociacion
predictiva hallada con la via de desarrollo de glioma. Al tratarse de genes que se
encuentran directamente involucrados con el cancer, manifiesta un marco interesante
de accidn para el hsa-mir-301b. Como ya mencionamos antes, en el segundo lugar
encontramos la via Wnt, esta via despierta cierto interés, ya que es una via de
sefializacion muy compleja que participa en muchos procesos importantes en la
biologia de la célula como, la proliferacién, la supervivencia y la diferenciacién

(Huelsken, J. and J. Behrens (2002), Gardner, S., E. Stavrou, et al. (2010)). De igual
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manera, a lo que ocurre con otras vias de sefalizacidn claves en el desarrollo, la via de
sefializacion Wnt es muy conservada y participa en el desarrollo coordinado en
muchos organismos (Malhotra, G. K., X. Zhao, et al, (2011)). La desregulacion de esta
via conlleva a distintas patologias, la mas notable es el cancer (Gardner, S., E. Stavrou,
et al. (2010)). Particularmente, dentro del contexto de las células madre, existe
bibliografia reportada que evidencia un rél importante de esta via, en la biologia de las
células madre y células madre de cancer (Malhotra, G. K., X. Zhao, et al, (2011)).
También es reconocido el papel de la via Wnt en el desarrollo del PCa, por ejemplo, se
ha observado mediante ensayos inmunohistoquimicos la expresiéon anormal de Wnt5a
(miembro de la via Wnt) en un 28% de muestras de PCa correlacionado con altos
valores de la escala Gleason (Kharaishvili, G., D. Simkova, et al. (2011)). Teniendo en
cuenta esto, es que resulta interesante pensar en un posible rol del microARN
estudiado, en la modulacion de esta via esencial en la biologia de las células madre y
madre de cancer. Entre las primeras cinco vias encontramos también la via mTOR. En
un trabajo reciente en 2011, estudiaron la influencia de mTOR en el mantenimiento y
la diferenciacidon de las células de cancer de tipo madre. Trabajando con las células
tumorales de higado murinas, H-Ras transformadas, ellos hallaron que la inhibicion de
mTOR con la droga Rapamicina, conducia a un aumento de la poblacion subcelular
CD133" (marcador de CSCs). Asimismo, inducia a la expresion de genes de tipo célula
madre. Sumado a lo anteriormente mencionado, ellos hallaron que la inhibicién de
mTOR, bloqueaba la diferenciacién de las células tumorales de higado CD133" a CD133"
(Yang, Z., L. Zhang, et al. (2011)). Esta evidencia manifiesta también un interesante
involucramiento de esta via en la biologia de las células madre de cancer. No obstante,
como ya mencionamos anteriormente, la via que presenta real interés para continuar
su estudio y abordar experimentalmente, es la via TGF-beta. Esta consideracion se
asocia directamente al gran valor de significacidn que presenta como via predictiva de
accion del hsa-mir-301b.

Es importante sefialar la existencia de bibliografia que evidencia la modulacién de la
via TGF-beta producto de la accién de microARNs. En un trabajo reciente mediante el
uso de herramientas bioinformaticas, se identifico a SMAD2 (uno de los mediadores de
la sefalizacién de TGF-beta), como blanco predictivo del microARN 155. Asimismo,

mediante la utilizacién de un vector lentiviral inducible, que poseia el gen del hsa-mir-
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155, proporcionan evidencia directa de la union del hsa-mir-155 al 3° UTR del ARNm
del gen y la capacidad del microARN para reprimir la expresién de la proteina SMAD2.
Ademas, observaron que la sobreexpresion del microARN 155 alteraba la respuesta
celular a TGF-beta, cambiando la expresion de un conjunto de genes implicados en la
inflamacidn, la fibrosis, y la angiogénesis. En conjunto, este trabajo muestra que el
microARN 155 juega un rol importante en la modulacién de la respuesta celular a TGF-
beta (Louafi, F., R. T. Martinez-Nunez, et al. (2010)). En otro estudio reciente,
examinaron el papel del microARN 21 en la diferenciacién adipogénica de células
madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo humano (hASCs). En este estudio
encontraron que la expresion del hsa-mir-21, se incrementdé de forma transitoria
después de la induccion de la diferenciacién adipogénica, alcanzando un maximo al
tercer dia, y volviendo al nivel de referencia al dia 8. La aproximacion experimental
basada en la sobreexpresién del microARN, utilizando un vector lentiviral que porta el
gen del hsa-mir-21, disminuyé los niveles de ARNm del gen TGFBR2, asi como, el nivel
de la proteina. La expresion de TGFBR2 se redujo durante la diferenciacién adipogénica
de las células hASCs, en concordancia con el aumento del hsa-mir-21. En suma, el
trabajo demuestra que el hsa-mir-21 posee un rol en la diferenciacién adipogénica de
las células hASCs, mediado por la modulacién de la via de sefializacion TGF-b (Kim, Y. J.,
S. J. Hwang, et al. (2009)). Por otro lado, los microARNs hsa-mir-24, hsa-mir-192 y el
cluster de microARNs mir-72-92, han mostrado participacién en la modulacién de la via
TGF-beta con efectos en la diferenciacién y la proliferacién (Sun, Q., Y. Zhang, et al.
(2008), Chung, A. C., X. R. Huang, et al. 2010, Mestdagh, P., A. K. Bostrom, et al. (2010),
respectivamente).

Esta evidencia en su conjunto, pone de manifiesto que no es muy osado suponer una
posible modulacién de la via TGF-beta producto de la accion del hsa-mir-301b. De
hecho existe evidencia que muestra que la accidon de un solo microARN es capaz de
modular esta via, provocando un efecto en la diferenciacidn, en la angiogénesis y en
otros procesos vinculados con esta via tan compleja. De hecho, nuestros antecedentes
muestran que la sobreexpresion de hsa-mir-301b produce un efecto muy importante
en la capacidad invasiva de las lineas celulares de PCa aqui estudiadas. Dada el
conocido involucramiento de la via de TGF-beta en el EMT, los datos experimentales

apoyarian en principio la modulacion directa o indirecta de esta via por este microARN.
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Obviamente, es necesario disefiar y realizar experimentos que nos permitan demostrar
la accion del microARN en la modulacion de la via TGF-beta. Asimismo, seria muy
interesante interrogar los datos de expresién de microarreglos realizados por
Duhagon, para las dos variantes transfectantes hsa-mir-301b y control. Estos datos de
expresion, nos permitiran determinar grupos de genes que se encuentren regulados
diferencialmente entre ambas condiciones, de esta manera, buscar directamente la
existencia de genes vinculados con la via TGF-beta que muestren un perfil diferencial
en su expresion coherente con el contexto del trabajo. Otro abordaje tentativo podria
ser la utilizacion de inhibidores directos de proteinas constituyentes de la via TGF-beta
(receptores TGFBR2, TGBR1, ACVR1, etc), y estudiar los fenotipos asociados con la
inhibicién, buscando patrones fenotipicos similares a los reportados por la accion del
microARN. De esta manera, acercarse mas a definir un posible rol de la modulacién de
la via asociado a los fenotipos evidenciados en este trabajo y en los antecedentes del

mismo.
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Conclusiones y Perspectivas.

Los antecedentes de esta Tesina mostraron que el hsa-mir-301b es un microARN que
se sobreexpresa en las células madres de préstata y que es capaz de modular procesos
celulares como la diferenciacidn y la invasibidad. Durante esta Tesina se buscé avanzar
en la comprension del papel del hsa-mir-301b en el PCa. Para esto se realizé un
abordaje experimental y otro bioinformatico. El primero investigd el efecto de este
microARN sobre la proliferacion celular, y el segundo pretendié generar una lista de
posibles genes blanco que orientara a decidir que genes estudiar experimentalmente
en el futuro. En relacién al primer objetivo, se llevé a cabo recuento de células, estudio
de actividad metabdlica mediante ensayos de MTT y estudios de la distribucién de
células en el ciclo celular mediante citometria de flujo. Las tres aproximaciones
mostraron consistentemente que la sobreexpresion del hsa-mir-301b conduce a una
disminucion significativa de la proliferacion celular. En particular, se mostré que este
cambio puede deberse a una acumulacién de células en la fase G2/M del ciclo celular.
Este fendmeno fue ademas se observd reproducido en las dos lineas celulares
estudiadas, lo que sugiere que el hsa-mir-301b actia sobre una funcién basica de la
célula prostatica. Esto sugiere que el microARN hsa-mir-301b podria contribuir al
mantenimiento de la relativa quiescencia celular observada en las CSCs de PCa. Se ha
reportado que la quiescencia puede estar relacionada con una capacidad
incrementada para realizar EMT, lo que estad de acuerdo con el gran incremento en la
invasividad que manifiestan las lineas celulares que sobreexpresan el hsa-mir-301b.
Asimismo, esto podria generar un aumento de la resistencia a los citostaticos utilizados
en el tratamiento del PCa metastdtico. De este modo, queda planteado para un futuro
el estudio del efecto de la sobreexpresion del hsa-mir-301b en la actividad metabdlica
de la linea DU145.

En relacién al segundo objetivo especifico propuesto, se hizo uso de las siguientes
aproximaciones: utilizacidon de algoritmos predictores de genes blancos de microARNs,
estudio en bases de datos de expresion génica de muestras clinicas (ONCOMINE, CGAP
y HPA), la utilizacién de programas de busqueda de vias predictivas de accion de

microARNSs y la utilizacidn de la base de datos de publicaciones cientificas PUBMED. A
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través de ellos se consiguid generar una lista de aproximadamente 14 genes, en la que
GJA1, KRT23, ITPR1 y SLC8A1 son los mas interesantes, puesto que pasaron todos los
filtros propuestos y se encontrd evidencia que los postula como genes supresores de
tumor en PCa. Por ultimo, se determind que los genes blanco predictivos se agrupan
preferentemente en la via de sefializacion TGF-beta lo que sirve de guia para el
progreso en la busqueda de los mecanismos moleculares y celulares que afecta el hsa-

mir-301b.

En suma, logramos establecer una serie de genes blancos candidatos y una via de
accién de interés, que podrian explicar el fenotipo asociado al microARN en estudio.
Este trabajo, da a lugar a varias perspectivas a futuro entorno a la comprension de la
participacién del hsa-mir-301b en el cancer de prdstata. Primeramente, se plantea
estudiar el perfil de expresion de los genes blancos seleccionados aqui en los perfiles
de expresion diferencial de genes presentes en las lineas transfectantes hsa-mir-301b y
control obtenidos por Duhagon.

En segundo lugar, realizar un andlisis de expresién diferencial de los genes que
presentan mayor interés para su validacién como blancos de accién del hsa-mir-301b,
mediante cuantificacion por gRT-PCR en las lineas celulares transfectantes hsa-mir-
301b y control.

En tercer lugar, llevar a cabo ensayos de western blots con anticuerpos comerciales
especificos para los genes blancos, para determinar la relacidn inversa entre el
microARN y la proteina en las lineas celulares transfectantes hsa-mir-301b y control.
En cuarto lugar, hacer ensayos de genes reporteros clonando las regiones 3’ UTR
salvaje y mutante de los genes candidatos establecidos de mayor interés, con el fin de
validar experimentalmente que efectivamente son genes blancos de accién del
microARN en estudio.

En quinto lugar, profundizar en el entendimiento de la modulacién de la via de
sefializacion TGF-beta en el cancer de prostata. Evaluando el efecto de la activacion e
inhibicién de la via con inhibidores y activadores especificos.

El progreso de este proyecto contribuird a obtener una idea mds acabada de la
importancia del hsa-mir-301b en el PCa y permitira a mas largo plazo evaluar el posible

interés de su uso en el diagndstico y la terapéutica de la enfermedad.
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