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Resumen

El cancer es la principal causa de muerte por enfermedad en el mundo, siendo el
cancer de prostata (CaP) el primero en hombres, en México el cancer de prostata
también es la principal causa de muerte por cancer en hombres, el 96% de los casos
de cancer de préstata son adenocarcinomas, de los cuales cerca del 30%
evolucionan en cancer de préstata resistente a la castracién, el Unico biomarcador
autorizado para el diagnéstico y monitoreo es el antigeno prostatico especifico (PSA)
en sangre con un valor maximo normal de 4ng/mL, sin embargo existen varias
causas de tener un valor de PSA elevado como infecciones en la prostata, prostatitis,
entre otros, por lo que éste marcador tiene baja sensibilidad, lo que hace necesario
continuar con investigaciones que buscan obtener nuevos biomarcadores con mayor

sencibilidad.

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNAs no codificantes que ejercen un
control post-trascripcional de los genes al acoplarse a regiones complementarias de
los mMRNA, estos se han encontrado des-regulados en diversas enfermedades como
el cancer, por lo que podrian se evaluados para poder utilizarse como biomarcadores

en cancer.

En la presente investigacion se evaluaron los niveles séricos del miR- a través de un
estudio observacional transversal de casos y controles; se realizé una busqueda
bioinformética de posibles blancos involucrados con las vias de sefializacion del
cancer. Y se evaluo la funcion del miR-107 sobre el fenotipo de invasion en células
de prostata, asi como el blanco predicho, con unensayo de luciferasa. Los resultados
muestran que el mMiRNA-107 se encuentra sobre-expresado a niveles séricos en
pacientes con cancer de préstata y que es posible diferenciar a los pacientes que se
encuentran en etapas de cancer avanzadas (etapa V), de igual forma para aquellos
pacientes que tienen cancer de pristata resistente a la castracion, por lo que podria
ser utilizado como posible biomarcador de seguimiento o evaluacion al tratamiento.
Se encontraron posibles blancos involucrados con la via de sefializacion PIP3-AKT,
involucrada en sobrevivencia, evasion de la apoptosis y angiogénesis. Se selecciono

a PTEN como psible blanco a evaluar, econctrando que si es blanco del miR-107, en




un ensayo de luciferasa, este silenciamiento afecta de forma indirecta a la funcién de
la proteina AKT, al alterar la proporcion de la proteina AKT fosforilada respecto al
AKT no fosforilada, de igual forma el fenotipo de invasion es incrementado cusndo se
transfectan las células de prostata con el pre-miR-107. Estas observaciones podrian
sugerir que las células cancerosas de préstata liberan por distintos medios el miR—
107 al torrente sanguineo y que este actua dentro de la célula de prostata regulando
negativamente la expresion de la proteina PTEN, la cual al disminuir su expresion
protéica altera el balance de fosforilacion de la proteina AKT, el cual al encontrarse
en mayor proporcion fosforilado, continGia con su funcion corriente abajo de la via de
sefalizacion, de igual forma se observa que lacapacidad invasiva de la céluas de
préstata se incrementan al incrementar la expresion del miR-107 via a transfeccion
del pre-miR-107.



Abstract

Cancer is the leading cause of death due to disease in the world, with prostate cancer
(CaP) being the first in men, in Mexico prostate cancer is also the main cause of
cancer death in men, 96% of the cases of prostate cancer are adenocarcinomas, of
which about 30% evolve in castration-resistant prostate cancer, the only biomarker
authorized for diagnosis and monitoring is the prostate-specific antigen (PSA) in
blood with a normal maximum value of 4ng / mL, however there are several causes of
having a high PSA value such as infections in the prostate, prostatitis, among others,
so this marker has low sensitivity, which makes it necessary to continue with research

seeking to obtain new biomarkers with greater sencibility

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that exert a post-transcriptional
control of the genes when they are coupled to complementary regions of the mRNA,
these have been found to be deregulated in various diseases such as cancer, so they

could be evaluated for can be used as biomarkers in cancer.

In the present investigation the serum levels of the miR- were evaluated through an
observational cross-sectional study of cases and controls; A bioinformatic search of
possible targets involved with cancer signaling pathways was carried out. And the
function of miR-107 on the invasion phenotype in prostate cells was evaluated, as
well as the predicted target, with a luciferase assay. The results show that miRNA-
107 is over-expressed at serum levels in patients with prostate cancer and that it is
possible to differentiate patients who are in advanced stages of cancer (stage 1V), in
the same way for those patients who They have castration-resistant prostate cancer,
so it could be used as a possible biomarker for monitoring or evaluation of treatment.
Possible targets were found to be involved with the PIP3-AKT signaling pathway,
involved in survival, evasion of apoptosis and angiogenesis. PTEN was selected as
the target to be evaluated, finding that if it is target of miR-107, in a luciferase assay,
this silencing indirectly affects the function of the AKT protein, by altering the
proportion of the phosphorylated AKT protein. to non-phosphorylated AKT, similarly
the invasion phenotype is increased when the prostate cells are transfected with the




pre-miR-107. These observations could suggest that prostate cancer cells release
miR-107 into the bloodstream by different means and that it acts inside the prostate
cell, negatively regulating the expression of the PTEN protein, which, by decreasing
its protein expression, alters the balance of phosphorylation of the AKT protein,
which, being present in a greater phosphorylated proportion, continues with its
function downstream of the signaling pathway, in the same way it is observed that the
invasive capacity of the prostate cells is increased by increasing the expression of the
miR- 107 through the transfection of the pre-miR-107.



1. Introduccién

1.1.Antecedentes generales del tema

1.1.1. Céncer
El cancer es un grupo de enfermedades etiolégicamente distintas entre si,

caracterizadas por una generacion exacerbada de células con capacidad de invadir

tejidos subyacentes y diseminarse a otros 6rganos (Parkin, et al 2005).

El término cancer se refiere a mas de cien formas de la enfermedad, de acuerdo al
tejido afectado, incluso dentro de un mismo tejido se puede encontrar distintas

variedades de cancer con distinta morfologia y grado de malignidad.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha determinado que el cancer se ha
convertido en la primera causa de muerte por enfermedad a nivel global con
alrededor de 8.2 millones de defunciones ocurridas en el afio 2012 (57% hombres y
43 % mujeres), lo que los coloca como uno de los principales problemas de salud
publica a nivel mundial (GLOBOCAN, 2012) (Figura 1).

1.1.2. Carcinogénesis

El origen del cancer proviene del dafio al ADN de una célula, el cual sufre
alteraciones incluyendo mutaciones, deleciones inserciones, traslocaciones,
duplicaciones, cambios de sentido. Las cuales son transmitidas a su descendencia
(clonas) en el proceso de division celular, provocando cambios en la diferenciacion
celular, la proliferacion, crecimiento y migracion en diversas etapas que dan lugar a
la carcinogénesis, la cual se puede dividir en las siguientes etapas (Maemura et al,
2014):

e Inicio: en esta etapa los cambios genéticos de la célula le proporcionan
caracteristicas de crecimiento y division aumentados comparando con una
célula normal, la cual se debe a la constante exposicion a un agente
carcindbgeno, generando anomalias gendmicas que promueven la

transcripcion de oncogenes apagando la expresion de genes supresores de




tumores. Los oncogenes permiten la expresion de diversos factores de
trascripcion, de crecimiento celular y de moléculas que promueven una
division celular desregulada (K-ras y N-ras; Erb-B-2, C-myc, C-fos entre
otros.), alterando el control del ciclo celular. La etapa de inicio, puede ser
controlada por mecanismos de reparacion de ADN, o apoptosis.

e Promocion: en esta etapa se desarrolla la expansion de células cancerosas,
debido a que la exposicion continua a agentes carcinogénicos ocasiona
dafios que promueven la disfuncibn de sefales de muerte celular o
senescencia, ya sea a través de la modificacion de receptores celulares
relacionados con sefales de control de la proliferacion o con sus respectivas

vias de sefalizacion.

e Progresion: en esta etapa la célula cancerosa continla acumulando
alteraciones en el ADN lo que la lleva a modificar su proceso proliferativo y
su diferenciacion. Esta fase es irreversible, se advierten alteraciones en
mecanismos mitoticos y en el funcionamiento y tamafo de los teldmeros,
también se advierten cambios epigenéticos, que facilitan la generacion de
una masa tumoral de la cual posteriormente se iniciardn procesos celulares
qgue facilitan la invasién a otros 6rganos y la migracién hacia otros tejidos
lejanos (Blanco y Bullon, 1987; Larid, 1997).

Se estima que el 80% de los canceres esporadicos se deben a exposicidon a factores
ambientales. Por ejemplo: el cigarrillo predispone al cancer de pulmén y de vejiga;
las aminas aromaticas al cancer de vejiga; la aflatoxina al cancer de higado y el

benceno a las leucemias entre otros. (Leon et al, 1988).
La mutacion genética en la via de la carcinogénesis también puede dar origen a:

a) Los canceres heredables por mutaciones en uno o ambos alelos de las

células germinales (Cramer et al, 1994; Narod, 1993).

b) Los canceres esporadicos, donde las alteraciones genéticas dependen de
los mutagenos ambientales (virus, radiaciones o sustancias quimicas) (Gallo,
1997; Green1977, lwasawa et al, 1996).
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Figura 1.- Incidencia y mortalidad del cancer a nivel global, modificada de
GLOBOCAN, 2012.



1.1.3. Hallmarks del cancer

Cien billones de células componen el organismo humano, diferenciadas para cumplir
funciones especificas, las cuales deben de reproducirse para reemplazar a las
células, que llegadas al final de su ciclo de vida deben morir (Bullon, 1987; Cavenee
y White, 1995). La divisibn celular estd controlada por dos sistemas, uno
estimulatorio y otro inhibitorio de los cuales dependen la normalidad de los tejidos y
los 6rganos; dichos sistemas consisten en substancias elaboradas por la misma
célula (autorregulacion o autocrinas) o por las células vecinas, de la matriz
extracelular o de otros tejidos distantes (hormonas, factores de crecimiento, entre
otros) (Cavenee y White, 1995; Esteves, 1978). Estos estimulos actlan sobre las
células a través de receptores proteicos que se encuentran en la superficie de la
membrana celular, desencadenando la activacion de diversas vias de sefializacion,
las cuales activan factores de trascripciébn de genes blanco; lo cual comanda la
expresion o represion de diversas proteinas con actividad especifica dentro de cada
tipo celular. En las células cancerosas estos controles de crecimiento y proliferacion
son ignorados, respondiendo solo a sefales internas que estimulan el crecimiento y

la proliferacién celular.

En el afio 2000, Hanahan y Weinberg propusieron un modelo que define las seis
propiedades que adquiere y caracterizan a un tumor maligno: potencial replicativo
ilimitado, auto-suficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a inhibidores del
crecimiento, evasion de la apoptosis, angiogénesis mantenida y capacidad de invadir

los tejidos y generar metéstasis.

La angiogénesis y la metastasis son caracteristicas distintivas del cancer aunque
buena parte de los avances en el conocimiento se han centrado en los mecanismos
moleculares y genéticos de la transformacion oncogénica, desde el punto de vista
biosanitario el gran problema es la adquisicién de un fenotipo invasivo y metastasico,
causantes de los mayores porcentajes de morbilidad y mortalidad en oncologia. En
este contexto, juegan un papel fundamental los dos ultimos sellos distintivos del

cancer: angiogenesis e invasion y metastasis. Para que un tumor pueda crecer mas




alld de unos pocos milimetros, es esencial que adquiera la capacidad de inducir y
mantener angiogénesis. El resultado final es la formacién de una nueva red vascular
que irriga el tumor, aportandole los nutrientes y el oxigeno que necesita para
expandirse. Ade- mas del crecimiento tumoral, la an- giogénesis es clave para
posibilitar la invasion y el crecimiento de metésta- sis. Once afios después de la
publicacion de su influyente revision, Hanahan y Weinberg consideraron que era
necesario actualizarlos, en esta nueva revision “Hana- han D, Weinberg R.
Halmmarks of cancer: the next generation. Cell 144: 646- 674, 2011”, los autores
defienden que la nocion de "las caracteristicas distintivas del cancer" representa un
principio de organizacion para racionalizar la diversidad y complejidad de las
enfermedades neoplasicas. En esta ex- tensa revision los autores hacen un ejercicio
sistematico, incorporando progresos conceptuales de la ultima década, que les lleva
a ampliar los sellos con cuatro nuevas caracteristicas, las cuales incluyen la
desregulacion energética, la evasion del sistema inmune, la inestabilidad genética y
la promocién de sefales pro-inflamatorias. Sin embargo este incremento de
caracteristicas ha generado confusién principalmente porque estas caracteristicas no
son exclusivas de tejido tumoral, por lo que en el afio 2017 se realizé una nueva
revision, en la cual se redefinen las caracteristicas distintivas de las neoplasias
debido a que ciertas caracteristicas antes enunciadas no son exclusivas de las
células cancerosas e incluso se encuentran presentes en tumores benignos. Por lo
que se redefinieron Unicamente siete caracteristicas distintivas que adquieren las
células durante el desarrollo de los tumores malignos las cuales son las siguientes:
ventaja de proliferacion selectiva, respuesta alterada al estrés, invasion y metastasis,
reprogramacion metabodlica, modulacion inmunoldgica, y un microambiente

aberrante. (Hanahan y Weinberg, 2011, Fouad y Aanei 2017).

1.1.4. Cancer de pristata

El cancer de prostata se define como una serie de enfermedades de diversos
origenes que provocan un crecimiento exacerbado de células prostaticas
(glandulares, epiteliales o de matriz extracelular) que pueden invadir 6rganos
adyacentes (nodulos linfaticos peritoneales, vesiculas seminales y vejiga) y

diseminarse a otros 6rganos (Cerebro, huesos y pulmon, entre otros). La prostata es
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una glandula que se encuentra por debajo de la vejiga de los hombres y tiene como
funcién operar como valvula que permite el vaciado de la vejiga y producir el vehiculo
para el semen. El cancer de prostata ocurre principalmente en hombres de edad
avanzada, siendo raro en hombres menores de 40 afios. Los factores de riesgo de
desarrollarlo incluyen: tener mas de 65 afios, historia familiar de cancer, ser
descendiente de raza africana y padecer sobrepeso u obesidad (Secretaria de salud,
2001).

1.1.5. Epidemiologia

Hacia el afio 2012 la OMS establecié que el cancer es la principal causa de muerte
por enfermedad a nivel global, En la poblacion masculina, el cancer de prostata es el
mas comun seguido por el cancer de pulmén. En el afio 2012 se estimé que la
incidencia del cancer de prostata fue de 30.7 por cada 100 000 hombres con una
tasa de mortalidad de 7.8 por cada 100 000 hombres (Tasas estandarizadas por
edad) (GLOBOCAN, 2012).

En México en el afio 2012 se determind que para la poblacion masculina la principal
causa de muerte relacionada con cancer fue el cancer de préstata, con una tasa de
mortalidad (estandarizada por edad en mayores a 20 afios) de 10.4 por cada 100 000
hombres (Tabla 1). Con una distribucion por entidad federativa heterogénea, los
estados que mayor tasa de mortalidad presentaron para cancer de prostata en el afio
2012 fueron Aguascalientes (15.8), Nayarit (14.2), Jalisco (13.7), Colima (13.5), y
Sinaloa (13.4), mientras que las tasas mas bajas se encontraron en Quintana Roo
(6.7), Yucatan (7.2) e Hidalgo (7.9) [nUmero de personas por cada 100,000 hombres]
(Rizo y col, 2015).
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Tabla 1.- Mortalidad por tumores malignos en México de 1990 a 2012.

Tipo de cancer Decesos Tasa de mortalidad ASMR 2012 ADD 2012 APC
2012 2012

Prostata 5,908 10.3 104 77 2.9
Slmg‘rj]ios y 4,140 7.2 8.0 70 06
Estémago 2,981 5.2 5.8 66 -0.1
Higado 2,757 4.8 54 69 1.8

Colon 2,034 3.6 4.0 64 4.6

¢  Pancreas 1,836 3.2 3.7 67 2.1
E Leucemia linfoide 1,139 2.0 2.0 34 1.3
% Cerebro 1,126 2.0 2.2 51 2.2
Rifion 1,114 1.9 2.2 63 2.8
Laringe 747 1.3 15 70 -0.2
Inespecifico 1,001 1.8 1.9 63 -0.9

Resto 11,321 19.8 21.2 61 1.9

Total 36,104 63.1 67.7 65 1.4

Tasa de mortalidad por cada 100,000; ASMR = tasa de mortalidad estandarizada por

edad en mayores de 20 afios; ADD = promedio de edad al deceso; APC = porcentaje

anual de cambio. Modificada de Rizo y col., 2015.
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1.1.6. Diagndstico del cancer de préstata.

Un hombre con sospechas de céancer de prostata puede padecer alguno de los

siguientes sintomas:
e Problemas para orinar, dificultad para iniciar o detener el flujo de orina o goteo
e Dolor en la parte baja de la espalda
e Dolor al eyacular

Por lo que deberd acudir con un médico especialista para que se realice el
diagndéstico con precision, el cual se establece a través de estudios como el tacto
rectal digital, ultrasonografia (US), tomografia axial computarizada (TAC), resonancia
magnética nuclear (RMN), y la determinacion de marcadores séricos del tumor; de
éste Ultimo, el Unico que se encuentra autorizado por la Administracion Federal de
Farmacos de los Estados Unidos de América (FDA por sus siglas en inglés) es el
antigeno prostéatico especifico (PSA por su siglas en inglés) el cual se produce
Unicamente en el citoplasma de células prostaticas epiteliales, tanto benignas como
malignas, su nivel sérico se correlaciona con el volumen de la prostata tanto en

condiciones cancerosas como benignas (Secretaria de Salud, 2001).

El PSA es una gluco-proteina que tiene como funcién hidrolizar la semenogelina-1, lo
que lleva a la licuefaccion del coagulo seminal en los conductos de las vesiculas

seminales para liberar el transito del fluido seminal (Mendez et al., 2008).

El PSA se analiza en suero sanguineo definiendo como valores normales las
concentraciones menores a 4 ng/mL, valores intermedios (zona gris) cuando existen
concentraciones entre 4.1 y 10 ng/mL y altamente sospechosos cuando existen
concentraciones mayores a 10 ng/mL. Estas Ultimas concentraciones requieren la
confirmacién a través de una biopsia. El 66% de los casos de cancer prostatico se

ubican en personas con resultados mayores a 10 ng/mL (Secretaria de Salud, 2001).
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El tipo histologico del cancer de prostata es muy importante para determinar las
acciones y terapias que puede recibir el paciente, aproximadamente el 95% de todos
los carcinomas prostaticos son adenocarcinomas acinares originados en la porcion
glandular de la prostata y solo un 4% es transicional, escamoso o endometroide,
estos derivan de los conductos y por lo tanto son hormono-independientes. El 1%
son sarcomas (cancer que se desarrolla en tejido conjuntivo) (Secretaria de Salud,
2001)

1.1.7. Clasificacion del cancer de prostata

Una vez que se confirma a través de una biopsia el diagndstico, se realizan algunos

ensayos de laboratorio para clasificar el grado de avance del cancer.

La puntuacion de Gleason (solo aplicable a adenocarcinomas) es una clasificacion
basada en la diferenciacion celular y la relacion estroma-glandula del cancer, para
determinarla, una muestra de tejido se observa al microscopio y se le asigna un
puntaje de 1 a 10 dependiendo de las diferencias entre las células, la puntuacion
depende de la morfologia del total de células observadas. La puntuacion Gleason es
importante porque determina el pronostico y evolucién del cancer (Secretaria de
salud, 2001). El médico asigna una puntuacion a las células entre el 1 y el 5, la cual,
se basa en qué tan anormales se ven las células. El grado 1 significa que las células
se ven como ceélulas prostaticas normales. El grado 5 significa que las células se ven
diferentes a las células prostaticas normales. La mayoria de los canceres de préstata
contienen células en grados diferentes. Por lo tanto, la puntuacion se otorga con
base en el nimero mas frecuente de células anormales. La puntuacion de Gleason
se determina sumando los dos grados mas comunes. Por ejemplo, si el grado mas
comun de las células en una muestra de tejido fuera grado 3, seguido del grado 4. La
puntuacion de Gleason para esta muestra seria 7. La puntuacion mas alta indica un

cancer de crecimiento mas rapido por lo que es mas probable que se disemine.

Actualmente la puntuacibn mas baja asignada a un tumor es grado 6. Las
puntuaciones menores a 6 muestran células normales o casi normales. La
puntuacion de Gleason se complementa con la clasificacion Tumor, No&dulo,

Metastasis (TNM), en donde de la evaluacion inicial se determina el estadio local del
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tumor, por ejemplo enfermedad intracapsular (T1-T2) y extracapsular (T3-T4). Esta
clasificacion tiene un impacto importante en la toma de decisiones para el

tratamiento.

. TNM | 0 A: es un cancer de préstata descubierto incidentalmente en el
paciente con adenoma operable, en el informe del patdlogo aparece el cancer de
prostata.

. TNM Il o B: se detecta al tacto mediante la palpacién de un adenoma que
presenta pequefios nédulos duros en su interior. B 1 6 2 depende del tamafio y de si

esta en los dos l6bulos de la préstata o no.

. TNM Il o C: es una préstata que al tacto esta dura y fija por que el cancer se

extiende mas alla de la capsula prostatica.

TNM IV: es el cancer que ya presenta metastasis al hacer el diagnoéstico.

La estadificacion o etapa del cancer es una manera de describir cuanto ha avanzado
el cancer en el cuerpo del paciente y en dénde esta ubicado, asi como si se ha
diseminado a otros 6rganos. Cuanto mas alto sea el estadio, mas avanzado sera el

cancer.

Céancer en etapa |. El cancer solo se encuentra en una parte de la prOstata, se
conoce como cancer de prostata localizado. No se puede sentir durante un examen
rectal digital o verse con pruebas de imageneologia. Si el PSA es menor a 10 y el
puntaje de Gleason es de 6 o menor, el cAncer en etapa | probablemente crecera

lentamente.

Céancer en etapa Il. El cancer esta mas avanzado que en la etapa I. No se ha
diseminado mas alla de la prostata y se le sigue llamando localizado. Estas células
son menos normales que las células en etapa |, y pueden crecer mas rapido. Existen

dos tipos de cancer de préstata en etapa Il:
Etapa II-A se encuentra mas a menudo en un solo lado de la prostata.

Etapa II-B se puede encontrar en ambos lados de la préstata.
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Céancer en etapa lll. El cancer se ha diseminado mas alla de la prostata hacia el
tejido local. Se puede haber diseminado a las vesiculas seminales, se le conoce

como cancer de prostata localmente avanzado.

Cancer en etapa IV. El cancer se ha diseminado a partes distantes del cuerpo.
Puede estar en los nodulos linfaticos o huesos cercanos, con frecuencia los de la
pelvis o la columna. Otros érganos como cerebro, vejiga, higado o pulmones pueden

estar involucrados (Secretaria de Salud, 2001).

1.1.8. Tratamientos para el cancer de prostata

Una vez que se diagnostica y se determina la etapa del cancer de prostata, es
mucha la informacion que debe tomar en cuenta antes de que el médico seleccione
un plan de tratamiento. Dependiendo del tipo histologico y la clasificaciéon, las
opciones de tratamiento para los hombres con cancer de préstata pueden incluir las

siguientes (Heidenreich et al, 2010):

e Espera en observacidn o vigilancia activa para cancer de prostataCon
frecuencia el cancer de préstata crece muy lentamente, por lo que algunos
hombres (de edad avanzada o con otros problemas graves de salud) no
necesitaran tratamiento contra el cancer de préstata. La vigilancia activa se
refiere a la observacion minuciosa del cancer. Por lo general, este método
incluye una visita al médico con una prueba de sangre PSA y un examen
digital del recto alrededor de cada seis meses. Adicionalmente se realizan
biopsias de la prostata cada afio. La espera en observacion por otro lado se
define como el realizar algun tipo de seguimiento menos intensivo e invasivo
gue requiere menos pruebas se basa en los cambios de los sintomas para

decidir si el tratamiento es necesario (Heidenreich et al, 2010,).

e Cirugia: es una opcién para tratar de curar el cancer de préstata si no se ha
propagado hacia el exterior de la glandula prostatica. El principal tipo de
cirugia para el cancer de préstata es la prostatectomia radical, en la cual, el
cirujano extirpa toda la glandula prostatica ademas de una porcion del tejido

que le rodea, incluyendo las vesiculas seminales. Una prostatectomia radical
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se puede hacer de diferentes maneras, abordaje abierto (método retropubico,
meétodo perineal), métodos laparoscépicos, métodos asistidos por robot (Ng
AT.y Tam P.C., 2014).

Radioterapia: La radiacion se puede emplear: Como tratamiento inicial para
tratar el cancer que se encuentra confinado en la glandula prostatica y que es
de bajo grado, como parte del tratamiento inicial (junto con terapia hormonal)
para el cancer que han crecido fuera de la prostata y hacia tejidos cercanos, o
para el cancer no se extirpé por completo o para aquel que es recurrente en el
area de la prostata después de la cirugia y también para el cancer avanzado,
lo que ayuda a mantenerlo bajo control por tanto tiempo como sea posible y
para ayudar a prevenir o aliviar los sintomas. Los dos tipos principales de
radioterapia usados para el cancer de proOstata son radioterapia de rayos

externos y braquiterapia (radiacion interna) (Kass-lliyya et al. 2018).

Crioterapia: también conocida como criocirugia o crioablacion, emplea
temperaturas muy frias para congelar y eliminar las células cancerosas de la
prostata. A pesar de que a veces se le denomina criocirugia, no es realmente
un tipo de cirugia. El doctor emplea la ecografia transrectal (TRUS) para guiar
varias sondas huecas (agujas) a través de la piel que se encuentra entre el
ano y el escroto hasta la prostata. Entonces, se utilizan crio-gases a través de
las agujas para congelar y destruir el tejido canceroso (Werneburg et al.
2017).

Terapia hormonal: también conocida como terapia de privacion de andrégenos
o terapia supresora de andrégenos, tiene como objetivo reducir los niveles de
hormonas andrégenas en el cuerpo, o evitar que estas hormonas estimulen el
crecimiento de las ceélulas cancerosas de la prostata. Los androgenos
principales en el cuerpo son la testosterona y la dihidro-testosterona. Los
testiculos producen la mayor parte de los andrégenos, aunque las glandulas
suprarrenales también producen una pequefia cantidad. Reducir los niveles de
androgenos o evitar que alcancen las células cancerosas de prostata provoca

gue se reduzca el tamafno de los tumores o que crezcan con menor velocidad
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por un tiempo. Esta terapia se recomienda cuando el cancer se ha propagado
y no puede ser extirpado con cirugia o eliminado por radiacién, si el cancer
continta o regresa después del tratamiento con cirugia o radioterapia; también
puede ser aplicado junto con la radioterapia como tratamiento inicial o antes
de la terapia de radiacion para tratar de reducir el tamafio del tumor e
incrementar la eficacia del tratamiento (Ohlmann et al, 2017)

Dentro de los tratamientos para reducir los niveles de hormonas andrdgenas, se
encuentran la Orquioctemia (extirpacion quirdrgica de los testiculos) y el uso de
farmacos agonistas de la hormona liberadora de la hormona leutinizante (LHRH),
también llamados analogos de LHRH o agonistas GnRH. Estos medicamentos
reducen la cantidad de testosterona producida por los testiculos con una efectividad
comparable con la orquiectomia. Cuando se administran por primera vez los
agonistas de LHRH, aumentan brevemente los niveles de testosterona antes de
disminuir a niveles muy bajos (fendmeno de exacerbacion). Se puede evitar la
exacerbacion mediante la administracion de medicamentos llamados antiandrogenos

por varias semanas cuando se comienza el tratamiento con los agonistas de LHRH.

Los agonistas y antagonistas de LHRH pueden hacer que los testiculos dejen de
producir andrégenos, aunque otras células en el cuerpo, incluyendo las mismas
células cancerosas de la préstata, pueden continuar con la produccién de pequefas
cantidades, lo que puede estimular el crecimiento del cancer. La abiraterona bloquea
una enzima llamada CYP17 que ayuda a que estas células dejen de producir

androgenos.

La abiraterona puede usarse en pacientes con cancer de prOstata resistente a
castracion (el tumor canceroso que continla desarrollandose a pesar de los bajos
niveles de testosterona debido ya sea a un agonista de LHRH, antagonista de LHRH
0 a orquiectomia). La abiraterona se administra oralmente cada dia, y no detiene la
produccion de testosterona por parte de los testiculos de modo que los pacientes que
no se hayan sometido a una orquiectomia necesitan continuar el tratamiento con un

agonista o un antagonista de LHRH. (Gartrell y Saad. 2015, Ohlmann et al, 2017)
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Los antiandrégenos son farmacos que se adhieren a estos receptores de modo que
los andrégenos no puedan hacerlo, estos se administran diariamente via oral, pero
no se usan de forma frecuente por si solos. Un antiandrogeno puede agregarse al
tratamiento si la orquiectomia o un agonista/antagonista de LHRH ya no es eficaz por
si solo. Normalmente, cuando los androgenos se unen al receptor, se activa una via
de sefalizacién, indicando el crecimiento y divisibn celular, por lo que los
antiandrégenos bloquean esta sefal, lo que es Util en pacientes con cancer de

prostata resistentes a la castracion.

Un antiandrogeno también puede ser combinado con orquiectomia o un agonista de
LHRH como terapia hormonal de primera linea (conocido como bloqueo combinado
de los andrégenos). Si un antiandrégeno ya no surte efecto, simplemente la
suspension del antiandrogeno puede causar que el cancer deje de crecer durante

poco tiempo.

e Quimioterapia: se refiere a utilizar medicamentos que se administran via oral o
intravenosa, que se distribuyen en el cuerpo por el torrente sanguineo, lo cual
permite que este tratamiento sea potencialmente Util para aquellos canceres
qgque han hecho metastasis. La quimioterapia se usa cuando el cancer de
prostata se ha propagado fuera de la glandula prostética y la terapia hormonal
ya no es eficaz. Aunque también se ha mostrado que la quimioterapia puede
ser util si se administra junto con la terapia hormonal. La quimioterapia no es
un tratamiento convencional para el cancer de prostata en etapa temprana,
pero algunos estudios estan determinando si este tratamiento podria ser Gtil si
se administra por un corto periodo de tiempo después de la cirugia. Para el
cancer de prostata, por lo general, los medicamentos de quimioterapia se
usan uno a la vez. Algunos de los medicamentos de quimioterapia que se
utilizan para tratar el cancer de prostata incluye: Docetaxel (Taxotere),
Cabazitaxel (Jevtana), Mitoxantrona (Novantrone) y Estramustina (Emcyt)
(Karandish et al, 2017).

En la mayoria de los casos, el primer medicamento de quimioterapia que se

administra es el docetaxel, combinado con el medicamento esteroide prednisona. Si
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este medicamento no surte efecto (o deja de funcionar), a menudo el proximo
medicamento de quimioterapia a tratar es cabazitaxel, ambos medicamentos han
demostrado eficacia al incrementar la sobreviva de los pacientes, sin embargo, es

poco probable que la quimioterapia cure el cAncer de prostata (Ganju et al. 2014)

e EIl tratamiento con vacunas: se usa para combatir el cancer reforzando el
sistema inmunitario para ayudarlo a atacar a las células cancerosas de la
préostata. La vacuna se usa para tratar el cancer de prostata avanzado que ya
no responde a la terapia hormonal inicial, pero que causa pocos o ningun

sintoma (Handy y Antonarakis, 2017).

La vacuna se produce especificamente para cada paciente. Para producir esta
vacuna, se le extraen los globulos blancos de la sangre por varias horas, entonces,
las células se envian a un laboratorio, donde son expuestas a la proteina fosfatasa
acida prostética presente en las células cancerosas de la prostata. Luego las células
son enviadas de regreso al consultorio médico u hospital, donde se administran al
paciente por via intravenosa. Este proceso se repite dos o0 mas veces con 2 semanas
de diferencia. Estas células ayudan a las otras células del sistema inmunitario a

atacar el cancer de préstata (Baxevanis et al, 2015).

La vacuna no ha demostrado que detenga el crecimiento del cancer de préstata, pero
parece ayudar a los pacientes a tener una sobreviva promedio de varios meses mas.
Al igual que la terapia hormonal y la quimioterapia, este tipo de tratamiento no ha

demostrado curar el cancer de prostata.

e Tratamiento dirigido a los huesos: Si el cancer alcanza al sistema 6seo, el
control o alivio del dolor y otras complicaciones también es una parte muy
importante del tratamiento. Los tratamientos como la terapia hormonal, la
guimioterapia y las vacunas pueden ayudar con estos problemas, aunque
otros tratamientos atacan mas especificamente la metastasis en los huesos y

los problemas que esto puede causar (San Martin et al, 2017)

Se define como carcinoma de préstata avanzado, al cancer que ocurre en aquellos

pacientes que han completado uno o varios tratamientos de intencion curativa o
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aguellos diagnosticados inicialmente con diseminacion a distancia, asi mismo se
denomina cancer prostatico resistente a la castracion a aquel que persiste en
pacientes que han sido tratados con terapia hormonal, analogos de la LHRH con o
sin antiandrégenos, orquiectomia o estrogenos (NCI, 2017; NICE, 2017; Ryan et al,
2013).

Los criterios que definen el cancer de prostata resistente a la castracion son:

e Tres elevaciones consecutivas de PSA, separadas por al menos una
semana, con dos incrementos del 50% sobre el nadir (horizonte limite de
deteccion o punto mas bajo detectado) y siempre que este incremento de
lugar a un PSA mayor de 2 ng/mL.

¢ Niveles de testosterona inferiores a 50 ng/dL 6 1.7 nmol/L.

e Progresion de lesiones 6seas = 2 en gammagrafia 6sea o progresion de

lesiones de tejidos blandos

En la evaluacién inicial de un paciente con CaPRC se observan dos escenarios
distintos, el paciente sin metastasis de inicio y el paciente que ya en el diagndstico

inicial presenta metastasis.

En los pacientes sin metastasis, se debe considerar los factores de riesgo,
principalmente, la cinética del PSA. En este caso, a los pacientes se les debe fijar el
tiempo de duplicacion del PSA. Si el tiempo de duplicacion es inferior a 6 meses la
evaluacion para detectar metéstasis se debera de realizar entre 3 y 6 meses. Si el
tiempo de duplicacion del PSA es superior a 6 meses, se deberdn de realizar
pruebas de imagen entre 6 y 12 meses. Lo que puede verse alterado ante signos de
alarma como puede ser la clinica o analitica que presentan los pacientes (Schrdoder,
2008).

Otros factores de riesgo a considerar son la edad, PSA total > 20, puntuacién
Gleason, LDH y comorbilidades o dolor 6seo. Por lo tanto, el riesgo debe de ser

evaluado individualmente para ajustar las pruebas de imageneologia a lo
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estrictamente necesario y asi tener un manejo econémicamente viable y eficaz de la

evolucion de la enfermedad (Montgomery et al, 2008, Schrdder, 2008).

Las Pruebas de Imagen estan destinadas a identificar la progresiéon con la menor
carga de exploraciones posible, adaptadas a los patrones concretos de enfermedad
metastasica. La aparicion de dolor en nuevas localizaciones, sintomas neurologicos,
o alteraciones bioquimicas orienta, en cada visita, la necesidad de solicitar
exploraciones concretas valorando la afectacion 6sea no solo en nimero de estas
sino también el area e intensidad. Siendo la RM la mas adecuada para medir el

tamafio de la lesion y la respuesta al tratamiento (Taylor et al, 1993).

1.1.9. Costos de atencidén del cancer de préstata

En algunos paises como Holanda, Suecia, Canada y Estados Unidos el costo de
atencién al cancer de pristata puede alcanzar del 5 al 6% del presupuesto otorgado
al sector salud para atender las enfermedades oncoldgicas (Moore, 1997; Hodgson,
1983).

El crecimiento de la poblacion y la transformacion de la piramide poblacional en
México hacen de ésta una enfermedad en constante crecimiento (Secretaria de
salud, 2017). En el afio 2005 en México se realizd un estudio con 109 pacientes con
diagndstico de cancer de proéstata en el Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”
en el cual se cuantificaron los costos de atencidon anual (Dia-paciente, consulta,
atencion, observacion, urgencias adultos, consulta externa, anatomia patoldgica,
examen de laboratorio, examen de medicina nuclear e intervencién quirdrgica
promedio), obteniéndose que cada paciente pagd en promedio por tratamiento anual
$17,697.00 pesos mexicanos (minimo $ 4,462.00 y maximo $40,621.00) y el costo
por paciente para el hospital fue de $24,146.00 pesos mexicanos (minimo $ 3,405.00
y maximo $54, 866.00), lo que representa el 2% del presupuesto asignado al Hospital
(Marquez y col, 2005), estos datos muestran que el cancer de préstata representa
una importante carga econOmica tanto para el paciente, como para las instituciones
de salud, asi mismo se ha demostrado que entre mas tardia es la etapa de
deteccidn, mas altos resultan los costos econdmicos por afio por paciente y es mas

baja la probabilidad de sobrevida de los mismos, por lo que se vuelve necesario
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encontrar medios de diagndstico temprano que ayuden a disminuir la carga
econOmica y aumentar la sobre vivencia del paciente (Grover et al, 1999; Otnes et al,
1995).

2. Estado del arte

2.1.Marcadores tumorales

Un marcador es una biomolécula que se utiliza como indicador de un estado
biolégico, de forma que pueda medirse objetivamente para comparar un estado
normal contra un estado patologico o de respuesta a un tratamiento farmacoldgico.
Los marcadores tumorales son expresados tanto por células normales, como por el
tumor como parte del metabolismo o funcionamiento de la célula, estas biomoléculas

pueden expresarse de forma diferenciada (Hotaling et al, 2018).

La medicion del nivel de los marcadores tumorales puede ser util, cuando se utiliza
junto con otras pruebas para la deteccion y el diagnostico de algunos tipos de
cancer. Sin embargo, la medicion de los niveles de los marcadores tumorales por si

sola no es suficiente para diagnosticar un cancer por las siguientes razones:
e El nivel de un marcador tumoral puede elevarse en personas sin cancer.

e El nivel de un marcador tumoral no se eleva en todas las personas con cancer,

especialmente en las etapas tempranas de la enfermedad.

e Muchos marcadores tumorales no son especificos a un tipo particular de cancer;
el nivel de un marcador tumoral puede aumentar como consecuencia de mas de

un tipo de cancer.

En la actualidad, el uso principal de los marcadores tumorales es evaluar la reaccion
del cancer al tratamiento y controlar la recaida asi como su papel potencial en la

deteccidn y diagnostico temprano del cancer (Velonas et al, 2013).

Con los inconvenientes bien descritos de la prueba de PSA, hay un esfuerzo
concertado para desarrollar herramientas de deteccion de reemplazo para CaP. La
prueba de PSA es actualmente el mejor biomarcador para la recurrencia de CaP e
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indudablemente ha sido en parte responsable de la concientizacion del CaP en la
poblacién masculina. Sin embargo, no hay estudios que a la fecha haya demostrado
que la deteccion con PSA reduzca la mortalidad por Cap. Es un gran desafio
reemplazar PSA debido a su naturaleza minimamente invasiva y a su bajo costo,
pero existe una necesidad apremiante de complementar el PSA con biomarcadores
gue pueden aumentar la especificidad y la sensibilidad. Un panel de biomarcadores

de diagndstico y pronéstico que funcionaran junto con PSA seré ideal.

La deteccion de analitos multiples al mismo tiempo en una muestra es ideal.
Diferentes plataformas multiplex son capaces de lograr esto, como la técnica de
ELISA, espectrometria de masas y matrices de anticuerpos, aunque cada método
tiene sus ventajas y desventajas. En un tipico ensayo de ELISA tipo sandwich, dos
anticuerpos se utilizan para aumentar la precision, especificidad y deteccion del
antigeno de interés. Sin embargo, el rendimiento del método depende de la calidad
del anticuerpo y de la metodologia empleada por el usuario. Los ensayos con la
metodologia de ELISA también carecen de sensibilidad cuando se usa el método
tradicional y son relativamente lentos, la reactividad cruzada de los anticuerpos es
otro inconveniente de este método. La posibilidad de que un anticuerpo se una a mas
de un antigeno, produciendo un falso positivo el resultado es un problema comun.
Ademas, el analisis de un solo antigeno a la vez no es ideal debido a la
heterogeneidad del CaP. Es muy poco probable que solo un marcador sea
suficientemente sensible y especifico para diagnosticar con precision a todos los
pacientes. El analisis de un panel de multiples biomarcadores puede reflejar mejor el
estado de la enfermedad de un individuo y tales ensayos mdltiplex son el foco para
muchos grupos (Xie et al, 2011; Laxman et al, 2008).

Una matriz de anticuerpos es un método que se ha propuesto analizar multiples
marcadores simultAneamente a partir de una pequefia muestra biol6gica. Este
método es relativamente facil de usar y eficiente; Sin embargo, la precision y la
reproducibilidad debe ser investigado. Ademas, esta plataforma comparte algunas de
las mismas desventajas que ELISA la variabilidad inter e intra laboratorio es un

problema que arroja resultados diferentes entre las clinicas. Estos problemas deben
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ser solucionados antes de que pueda ser utilizado para el diagnéstico de pacientes

con CaP.

2.1.1. El papel de la protedmicay la gendémica en la busqueda de

marcadores.

El analisis e interpretacion de los cambios protedmicos que ocurren en la progresion
de la enfermedad de préstata es una tarea desalentadora hecho que se hace aun
mas dificil por la heterogeneidad biolégica de la enfermedad. Avances en TOF-MS, lo
gue resulta en la tecnologia SELDI, han proporcionado un enfoque para el sensible y
directo andlisis de proteinas en muestras bioldgicas complejas. Aplicaciones
sofisticadas de la proteémica como el 2D-DIGE combinado con MS han demostrado
ser una poderosa herramienta para identificar proteinas expresadas diferencialmente
en tejido de cancer prostatico. Como ejemplos se tienen las siguientes proteinas
identificadas como posibles marcadores potenciales para el cancer de prostata
(Geisler et al, 2015):

Galectina-3, identificada en orina de pacientes con cancer de prostata utilizando
espectrometria de masas (MRM-MS). Esta metodologia también es adecuada para
cuantificar la fosfatasa acida prostatica (PAP por sus siglas en inglés) en la orina.
(Wulfkuhle et al, 2003)

Secernina-1, propuesta como un posible candidato a marcador de diagndéstico para el

cancer de prostata en el tejido, validada mediante el andlisis de Western blot.

Vinculina, esta regulada positivamente en muestras de tejido del paciente de cancer
de préstata, mientras que la orina de pacientes recurrentes de cancer de prostata
mostraron mayores niveles de vinculina que los pacientes con cancer de préstata no

recurrente (Geisler et al, 2015).

Vinculina y Galectina-3 parecen ser prometedores candidatos a marcadores para
diferenciar cancer de préstata recurrente del no recurrente, mientras que secernina-1

podria ser potencial marcador para diagnéstico de tejido de prostata canceroso.

Aln con los avances tecnoldgicos y los andlisis protedmicos en suero sanguineo,

aun existen retos presentados por la amplia variabilidad de concentracion de
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proteinas, el enmascaramiento por proteinas abundantes y la alta concentracién de
sales que interfieren en el andlisis, sumado esto a la variabilidad entre los individuos
se traduce en una pérdida de reproducibilidad, por lo que se ha pensado en nuevos

tipos de biomoléculas como posibles marcadores.

Los avances en andlisis gendmicos han hecho posible la rapida deteccion de
cambios globales y especificos en expresion génica que ocurre solo en células
cancerosas, lo que requere de tejidos tumorales apropiadamente procesados para el
analisis, sin embargo, para el andlisis de la expresion génica es necesario reordar
gue la expresion de genes podrian no reflejarse en el nivel de expresion o funcion de
la proteina. Este es un tema importante a considerar debido a que la mayoria de las
las pruebas disponibles para la deteccién de enfermedades se basan en ensayos de
detecciéon y cuantificacion de proteinas. El ensayo de inmunodeteccién es
generalmente el mas confiable y sensible, con pruebas robustas, lineales y precisas,
y tiene un precio razonable. El uso de un sistema ELISA para evaluar la presencia de
la enfermedad requiere ser validado meticulosamente para proponer a cuaquier
proteina como biomarcador de la enfermedad, asi como un anticuerpo de alta
afinidad bien caracterizado que puede detectar de forma exclusiva a la proteina de

interés.

Un biomarcador efectivo y clinicamente util debe ser medible en el cuerpo facilmente
accesible preferentemente en medio liquido, como el suero, la orina o la saliva, de

forma que la toma de biopsias son sea necesaria.

2.1.2. Los microRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son ARNs pequeiios de 18 a 22 nucleotidos de longitud,
se producen a partir de un precursor de mayor tamafio (pri y pre-miRNA) que se
encuentran codificados en el genoma y que regulan la expresion de los genes
mediante el acoplamiento con regiones complementarias en el RNA mensajero
(mRNA). Esta union tiene como resultado la disminucion de la expresion génica
debido a la inhibicion de la traduccion o al aumento de la tasa de degradacion del

MRNA (regulacion post-transcripcional). Debido a esta regulacion de la expresion
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génica los miRNAs son utilizados para la caracterizacion de ciertas patologias
originadas por alteraciones génicas, como ejemplo en cancer pueden ser utilizados

como marcadores moleculares de diagnostico o pronéstico (lwasawa et al, 1996).

Recientemente se han encontrado miRNAs que juegan papeles cruciales en muchos
procesos de alteracion celular que desembocan en el desarrollo de cancer como la
proliferacion (Karrich et al, 2013; Xu et al, 2015), diferenciacion (Maebayashi et al,
2015; Baltimore et al, 2008), angiogénesis y evasion de la apoptosis (Jeronimo et al,
2011). Los miRNAs son moléculas que tienen caracteristicas adecuadas para usarse
como marcadores por ejemplo: su tamafio los hace poco susceptibles a la
degradacion por RNAsas tanto en los tumores como en suero, ademas de que su
cuantificacion es relativamente sencilla. Actualmente se han identificado alrededor de
2000 miRNAs humanos, cada uno de estos tiene un blanco en cerca de 1000 genes
(Bartel, 2009). Algunos estudios han encontrado que varios miRNAs se encuentran
sobre-expresados en biopsias de tejidos de pacientes con cancer de préstata,
comparando con controles sin cancer u otras afecciones de la préstata (tabla 3)
(Mitchell et al, 2008; Brase et al, 2011), cuando las muestra de tejido prostético se
agrupan con precision por tipo de cancer, se ha observado que la firma de miRNAs
en los diferentes tipos de cancer y sus origenes celulares son unicos (Porkka et al,
2007; Lu et al, 2005). Asi mismo se pueden encontrar diferentes niveles de expresion
de miRNAs en plasma y suero de pacientes con cancer de prostata comparado con
controles, por lo que se ha podido diferenciar concentraciones alteradas en pacientes
con cancer de prostata metastasico cuando se compara con casos no metastasicos
(Bryant et al, 2012).

2.1.2.1. Biogénesis de los miRNAs

La biogénesis de los miRNAs (figura 2) comienza en el ndcleo, con la transcripcion
de los genes de miRNAs por la RNA polimerasa Il. Los transcritos primarios de
MiRNA que se generan se denominan pri-miRNA, contienen un capuchén 7-metil

guanosina en el extremo 5’ y una cola poli A en el extremo 3’. Estas modificaciones
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Figura 2.- Biogénesis de los miRNAs, modificada de Lin y Gregor. (2015)

El esquema uestra la biogénesis candnica de los miRNAs,a través de la transcripcion

de el miRNA primario, el cual es escindido por la RNasa DROSHA enasociacion con

DGCRS para formar el precursor del miRNA, el cual es exportado al citoplasma en

donde es escindido por la RNasa DICER, formando un miRNA de cadena doble, solo

la cadena guia se asociara con el complejo de silenciamiento RISC, el cual se aparea

con secuencias complementarias en los mRNA reprimiendo du traduccién o guiando
a la degradacion del mismo
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son marcas o sefiales de la trascripcion mediada por la RNA polimerasa Il (Bartel,
2004).

Los largos transcritos primarios (pri-miRNA) son, en un primer lugar, procesados por
la enzima Drosha en el nicleo, la cual se encuentra asociada a la proteina DGCRS8
(anteriormente conocida como pasha), la cual tiene la funcion de unirse al RNA de
doble cadena estabilizando a Droshha mientras realiza su funciébn de nucleasa
dando lugar a intermediarios con forma de horquilla (pre-miRNA). Estos pre-miRNA
son reconocidos y exportados desde el ndcleo al citoplasma mediante la proteina
transmembranal nuclear Exportina 5, dependiente de Ran-GTP (Yi et al, 2003). Una
vez en el citoplasma, los pre-miRNA son sometidos a un segundo paso de corte
mediado principalmente por la enzima Dicer, dando lugar a los miRNAs maduros, un
duplex de RNA de doble cadena y tamafio pequefio (18-22 nucleétidos por cadena)
gue contiene dos miRNAs, la cadena guia y la cadena estrella, esta cadena doble de
RNA es separada por la proteina argonauta generando el miRNA maduro de la
cadéna guia. el miRNA maduros (cadena guia) es incorporados en el complejo RISC,
el complejo RISC-miRNA se dirige a sus blancos especificos para modular

negativamente la expresion génica (Bartel, 2004).
3. Antecedentes particulares de su proyecto

3.1.Biopsias liquidas
Hasta el momento, para conocer como evoluciona un céncer se tiene que extraer
una muestra del tejido tumoral y analizarlo, este es un método invasivo para el
paciente —requiere una puncion, una incisibn o0 una cirugia— no permite un
seguimiento continuo del progreso patolégico. Los tumores en situacion metastasica
liberan células, y por tanto material genético, en el torrente sanguineo. La biopsia
liguida —también conocida como test de ADN tumoral circulante o test de
biomarcadores basados en la sangre— detecta las mutaciones especificas de un
tumor mediante una muestra de sangre periférica. Esto evita al paciente trastornos
innecesarios y representa un ahorro de tiempo, debido a que los resultados de los
analisis estaran disponibles en sélo uno o dos dias. Ademas, dado que el

procedimiento es sencillo, se podra repetir las veces que los médicos consideren
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adecuadas para controlar la evolucién de una patologia que no es estéatica sino
cambiante. Conocer mejor la biologia y la genética del tumor facilita las decisiones
gque deban tomarse respecto al tratamiento, que se podra adaptar a las
caracteristicas especificas de cada cancer, por otro lado, aunque no son
especificamente tejidos, también es posible identificar &cidos nucleicos en otros
liguidos corporales como orina, saliva y semen (Mao et al, 2017).

3.2.Los miRNAs circulantes

Los miRNas circulantes en sangre fueron descritos por Mitchell et al. (Lodes et al,
2009; Mitchell et al, 2008), estos miRNAs se liberan a través de la corriente
sanguinea del tejido tumoral de varias maneras, como miRNAs libres, en exosomas,
en micro vesiculas, en grandes oncosomas, unidos a cuerpos apoptoticos, asociados
a complejos lipoproteicos de alta densidad o unidos a proteinas. La presencia de
MIiRNA en el ambiente extracelular encendié la hipo6tesis de que las células liberan
selectivamente miRNAs que median la sefializacion de células a través de rutas
paracrinas o incluso endocrinas (Valdi et al, 2007; Cortez et al, 2011; Chendrimada et
al, 2005). Algunos grupos de investigacion han demostrado que los mMiRNAs
extracelulares atrapados en cuerpos apoptoticos y exosomas pueden ser transferidos
a células receptoras, alteran la expresion génica y median los efectos funcionales
(Valadi et al, 2007; Skog et al, 2008; Kosaka et al, 2010; Pegtel et al, 2010, Pigati et
al, 2010; Mittelbrunn et al, 2011). Los patrones de ARNm en exosomas y sus células
donantes se correlacionan mal, lo que sugiere una clasificacién especifica de miRNA
"para exportacion” (Valadi et al, 2007; Skog et al, 2008; D’Amico et al, 2006). El
mecanismo detras de esta clasificacion debe investigarse con mas detalle.

Los miRNAs liberados en el torrente sanguineo estan protegidos contra la
degradacion y son facilmente detectables por métodos como la PCR; principalmente
los niveles de miRNAs especificos del cancer se han utilizado para correlacionar el
estado de la enfermedad, la etapa clinica, la agresividad y la respuesta al
tratamiento. En el caso del cancer de proéstata, los niveles de miRNAs libres en
plasma o suero pueden diferenciar entre cancer de prostata localizado y metastasico

o correlacionarse con el puntaje de riesgo o puntuacion de Gleason, asi como con
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agresividad del cancer o enfermedad indolente y pueden ayudar en la definicion de la
etapa clinica del tumor y las decisiones de tratamiento en el tiempo de diagnostico
(Lian et al, 2015; James, et al, 2015; Sweeney et al, 2015; Agaoglu et al, 2011).

En un estudio se evaluaron los niveles séricos de tres miRNAs en 51 pacientes con
cancer de prostata (subdivididos en localizados, localmente avanzados vy
metastasicos) y 20 controles sanos. Identificaron niveles aumentados del miRNA-21
y miRNA-221 en el grupo de cancer de prostata en conjunto en comparacion con los
controles. El miRNA-141 no se elevo significativamente en el grupo como un todo,
pero cuando el grupo metastasico se considerd de forma aislada, los tres miRNAs se
elevaron significativamente, siendo el miRNA-141 el més elevado de los tres
(Agalogu et al, 2015).

Lodes et al, (2009). analizaron sueros de pacientes en una serie de tumores
malignos utilizando una técnica de hibridacion de microarreglos identificando 15
mMiRNAs regulados positivamente en pacientes con cancer de préstata frente a
controles sanos (MiRNAs-16, -92a, -103, -107 , -197, -34b, -328, -485-3p, -486-5p, -
92b, -574-3p, -636, -640, -766, -885-5p). Este estudio no confirmod el hallazgo de una
expresion incrementada del miRNA-141; sin embargo, el grupo de pacientes era
pequefio (n = 6), ademas, no se realizé ninguna confirmacion por qRT-PCR de los

resultados del microarreglo.

Como se ha comentado anteriormente, varios mMiIRNAs se han encontrado
sobreexpresados en plasma / suero de pacientes con cancer de prostata, algunos de
ellos como el miRNA-21 y el miRNA-141 se validaron sobre la funcién celular
respecto al contexto del cancer de prostata después de los cinco evaluacién de
niveles. Algunos estudios (Lodes et al, 2009 Bryant et al, 2012; Britany et al, 2011)
informaron una sobreexpresion del miRNA-107, que se encuentra codificado en el
locus 10p23.11 el miRNA tiene un incremento en su expresion de alrededor de 10
veces. Estos niveles de expresion relativa son significativos lo que lleva a preguntar,

¢, Cual es la funcion y/o asociaciéon del miRNA-107 con el cancer de préstata?

30



3.3.La funcién del miRNA-107 en cancer.

La familia miR-15/107 comprende un grupo de 10 miRNAs parélogos, compartiendo
la region semilla (5° AGCAGC). Estos miRNAs tienen posibles blancos comunes.
Para caracterizar la expresion de la familia de miRNAs miRNA-15/107, se utilizaron
microarreglos TagMan de baja densidad personalizados, y otros mMiRNAs
seleccionados en 11 tejidos humanos obtenidos de autopsias, incluyendo la corteza
cerebral, corteza frontal, corteza visual primaria, talamo, corazén, pulmén, higado,
rinon, bazo, estbmago y muasculo esquelético encontrandose que los miRNAs-103,
miR-195 y miR-497 se expresaron a niveles similares en varios tejidos, mientras que
mMiRNA-107 estd4 enriquecido en muestras de cerebro. También se examinaron
evolutivamente los miRNAs-15/107 encontrandose que estan conservados en las

neuronas corticales, astrocitos y microglia, respectivamente (Wang, 2013).

Cuando se estudia la funcion de los miRNAs en el cancer se pueden encontrar
funcionando como miRNAs promotores de tumores (oncomiRNAS) o como miRNAs
protectores de tumores, algunas investigaciones han mostrado la funcién del miR-

107 (tabla 2), teniendo ambas funciones en distintos tipos de céancer.

La expresion del miR-107 en diferentes tejidos en condiciones normales ha sido

cuantificada (figura 3) encontrandose diferentes niveles de expresion basal.
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Tabla 2.- Funciones del miR-107 en algunos tipos de cancer descritas en diversos

estudios de microRNASs.

Expresion Funcion Tipo de cancer mRNA Blanco Bibliografia

Sobre expresado Induce el arresto del ciclo  Cancer de pulmén de CDK6 Takahashi et al,
celular células no pequefas 2009.

Sobre expresado Promotor de la progresién ~ Cancer de mama Let-7 miRNA Chen et al, 2011

Sobre expresado

Sobre expresado

Sobre expresado

Reprimido

Reprimido
Reprimido

Reprimido

Reprimido

del tumor

Promotor de metastasis

Promotor de proliferacion
celular

Promotor del crecimiento
del tumor, apoptosis e
invasioén
Quimio-sensibilizante a
cisplatino

Supresor de invasion
Supresor de proliferacion
y migracion

Supresor de tumores

Supresor de tumores

Céancer de mama

Cancer hepatocelular

Céancer de mama triple

negativo

Cancer de pulmén de
células no pequefas
Cancer cervical

Cancer de mama

Cancer Renal

Céncer de esoéfago

Asociado a miR-16,
miR.130a y miR-
1462

Axin2

SIAH1

CDK8

MCL1
CDK8

EIF5, p53, y VHL

PIM1

Stlckrath et al, 2015

Zhang et al. 2015.

Zhang et al, 2016

Zhang et al, 2014

Zhou et al, 2014.
Li et al. 2014.

Song et al, 2015.
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Figura 3.- Expresiéon del miR-107 en diferentes tejidos, modficada de

mirnamap.mbc.nctu.edu.tw

Mirnamap es una base de datos que ha recolectado la informacion referente a los
niveles de expresion de varios miRNAs en distintos tejidos, Ipor lo que puede mostrar
lel nimero de copias de los miRNAs en relacion a a cantidad de RNA total del tejido.

La préstata es el tercér tipo de tejido que expresa de forma basal mayor nimero de

copias del miR-107.
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4. Importancia de continuar con el estudio

Los estudios sobre las funciones de los miRNAs en condiciones celulares alteradas
ofrecen informacion relevante a posibles blancos terapéuticos y en general a un
mejor entendimiento de las alteraciones celulares. Enfermedades como el cancer se
encuentran ampliamente ligadas a alteraciones en el genoma que conducen a un
crecimiento exacerbado de las células con la capacidad de invadir otros 6rganos,
estas alteraciones sin lugar a dudas involucran a los ARN pequefios, de forma que

su funciéon también se encuentra alterada.

Diversas investigaciones han demostrado que los perfiles de expresion alterados
pueden ser indicadores Utiles de enfermedades especificas, de forma que junto con
los sintomas y signos de los pacientes se puede usar la informacién de la
desregulacion de los miRNAs de forma objetiva para realizar el diagnéstico con
mayor precision, o realizar tareas de monitoreo de la progresiéon de la enfermedad o

éxito del tratamiento.

En el caso del cancer, con frecuencia es necesario obtener muestras de tejido para
analizar la presencia de alteraciones, lo que suele ser incobmodo para los pacientes,
sin embargo los nuevos desarrollos disefiados para evaluar biopsias liquidas, las
cuales de forma general no causan mayor molestia al momento de adquirirse,

animan al paciente a mantener bajo vigilancia del progreso de su padecimiento.

En la presente investigacién se ha propuesto evaluar las caracteristicas del miR-107,
el cual ya ha sido reportado como desregulado en el padecimiento con cancer de
prOstata, sin embargo quedan aun muchas incognitas que resolver, las cuales
necesitaran un disefio experimental diferente o complementario. Sin duda las
investigaciones sobre los miRNAs y sus posibles blancos y funciones en condiciones
de alteraciéon celular proveeran informacion necesaria que ayudaran a encontrar
nuevos tratamientos y o huevos marcadores que mejoraran la calidad de vida de los

pacientes.
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5. Justificacioén

El cancer de prostata es uno de los principales problemas de salud publica en
México debido a su alta tasa de mortalidad, a la creciente incidencia y a los
importantes costos de tratamiento. Debido a la forma en que el cancer de prostata se
diagnostica a través de la prueba de PSA, es necesario continuar con
investigaciones de biomoléculas que puedan utilizarse para ayudar en el diagnéstico,
prondstico o monitoreo del mismo. Diversos ensayos han encontrado ampliamente
des-regulado al miR-107 en plasma/suero, se sugiere investigar su utilidad como

posible biomarcador y su funcidn en el cancer en prostata.
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6. Hipotesis

El miRNA-107 se encuentra asociado al cAncer de prostata al participar en alguna de

las vias de sefializacién del cancer y podria ser utilizado como posible biomarcador
al relacionarse con las etapas clinicas del cancer de prostata.
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7. Objetivos.

7.1.0bjetivo general

e Analizar la expresion relativa del miR-107 en biopsias liquidas de pacientes
con cancer de proOstata y evaluar su posible participacion en los procesos

celulares del cancer de prostata.

7.2.0bjetivos particulares

e Determinar los niveles de expresion de miR-107 en biopsias liquidas de

pacientes mexicanos con cancer de préstata en diferentes estadios.

e Predecir los posibles ARNm blanco del miR-107 y las rutas biol6gicas
asociadas al cancer en las cuales podrian participar las proteinas

involucradas.

e Validar uno de los posibles blancos del miR-107 involucrado con alguno de los

procesos celulares relacionados con el cancer
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8. Estrategia experimental

e Evaluacién de la expresion diferencial del miRNA-107 en los grupos de
estudio.

Toma de biopsias liquidas

v

Procesamiento para
obtener plasma

\ 4
Extraccion de RNA total

v
Andlisis de la expresion
del miR-107 por gRT-PCR

e Busqueda bioinformatica de posibles blancos del miR-107

Analisis bioinforméatico del
miR-107

\ 4
Obtencion de la secuencia
del miR-107

v
Identificacion de posibles
blancos del miR-107

v

Seleccién de blancos
as?C|§do§,a las vias de Elegir un gen relevante
senalizacion del cancer




Clonacioén de la secuencia
3'UTR del gen en el
plasmido pMIR

Transfeccién el vector, el
pre-miR-107 y el pre-miR-
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\ 4

\ 4

Evaluacion de la expresion
de la proteina de interés.

Evaluacion de la actividad
de luciferasa.

A

Evaluacion de la migracion
celular con el ensayo de
herida.
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9. Metodologia

9.1.0btencién de las muestras

El estudio se realiz6 con la aprobacion de los comités de investigacion y de ética del

hospital central militar (oficio No. AEEI-79020 y S/N respectivamente).

Las muestras de sangre de pacientes mexicanos con diagnostico de cancer
confirmado, asi como de pacientes clinicamente sanos se tomaron por venopuncion
ante-cubital en tubos vacutainer ® (Becton Dikinson) con solucion anti-coagulante
con citrato, se tomaron entre 4 y 6 mL de sangre, una vez tomada la muestra se
invirtio el tubo 8 veces y se almacend a 4°C, hasta por una hora antes de su

procesamiento.

El plasma sanguineo se obtuvo de la muestra por centrifugacién a 5000 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente. Obteniéndose de 1 a 2 mL de plasma por muestra,

de estas se toma una alicuota de 150 uL de suero para el aislamiento del RNA total.

9.2.Aislamiento de RNA total

El RNA total se aisl6 del plasma usando el Kit Direct-zolTM RNA MiniPrep (Zymo
Research, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante: para liquidos biologicos
(como la sangre, plasma o suero) por 1 volumen de muestra, se adicionan 3
volumenes de trizol, por lo que para 150 uL se adicionaron 450 uL de trizol, se
mezclaé agitando de arriba abajo por 5 minutos, se centrifugd la mezcla a 12000 rpm

por 5 min a 4 °C y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo, libre de RNasas.

Al sobrenadante se le adicionarén 450 uL de etanol (grado biologia molecular, 95 a
100% de pureza), la mezcla se transfiri6 a una columna Zymo spin que se coloco
dentro de un tubo de recolecciéon y se centrifugd a 12000 rpm por 2 min a 4°C, se
descarto el liquido recolectado, se adicioné 400 uL del amortiguador RNA-PreWash,
a la columna y se centrifugd a 12,000 rpm por 2 min. a 4°C, se descarto el liquido
recolectado. Se repitid este ultimo paso.

Se adicion6 700 uL del amortiguado RNA-Wash, a la columna y se centrifug6 por 2

minutos a 12000 rpm a 4°C, se transfiri6 cuidadosamente la columna a un tubo
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nuevo libre de RNasa y finalmente para eluir el RNA de la columna, adicioné 50 uL
de agua libre de DNasa y RNasa directamente a la columna y centrifugé por 5 min. A
12000 rpm a 4°C. Posteriormente, se midié la cantidad y evalué la calidad del RNA
total extraido a través de nano-espectrometria UV NanoDrop® (Thermo Fisher,
Massachusetts, USA).

9.3.Retrotranscripcion del miR-107.
Se utilizé el Kit de transcripcion reversa (Applied Biosystems) Se preparé una mezcla

maestra (Master Mix) que contiene la mezcla de dNTPs, la Enzima RT multiscribe, el
amortiguador RT 10X, inhibidor de RNasa, y agua libre de nucleasas,

Para una reaccion de 15 ulL se tomo6 de 1 a 10 ng de RNA total; se combinaron 5 puL
del extracto de RNA total, con 7 uL de Master Mix, se mezcla gentilmente por
pipeteo, los primers RT se descongelaron en hielo y se centrifugaron brevemente, se
adicionaron 3 uL de los primer a la mezcla de RNA total con el MasterMix para
alcanzar 15 uL de reaccién, se mezclaron suavemente con el pipeteo. Se sellan los
tubos y se centrifugaron a 5000 rpm por 1 min. Se dej6 incubar por 5 minutos en
hielo o hasta estar listo para cargar en el termociclador con el siguiente programa:

Tipo de paso Tiempo (minutos) Temperatura (°C)

Hold 30 16
Hold 30 42
Hold 5 85
Hold 0 4

9.4.Cuantificacion del miRNA por gRT-PCR
Para la reaccion de PCR de 15 uL de volumen de reaccion se tomaron 0.75 uL del
reactivo TM (TagMan microRNA Asay 20X), 0.99 uyL del producto de
retrotranscripcion obtenido en el punto 9.3., 7.5 uL del reactivo Tagman 2X Universal

MasterMix No AmpErase y 5.75 pL de Agua libre de nucleasas.
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Primero se cargd el Reactivo MasterMix, seguido del agua libre de nucleasas, se
mezclé suavemente con el pipeteo, se adicionaron el reactivo TM y finalmente el
producto de la reaccion de retrotranscipcion. La reaccion se cargo por triplicado en la

placa para PCR y se sell6 con pelicula adhesiva MicroAmp ®.

Se centrifug6 la placa para llevar los reactivos al fondo de la placa verificando que no
queden burbujas en los pozos de reaccion. Se protejié de la luz directa del sol
cuando se transporté al equipo de PCR tiempo real, se llevo el volumen de reaccion

a 15 uL con el siguiente programa de termociclado:

40 ciclos

Hold Desnaturalizacion Alineacion/Extension

Tiempo 10 min 15 seg 60 seg

Temp (°C) 95 95 60

9.5.Calculo de fold change.

El fold change se calculd con el valor de 274,
ACt1 = Ctmir-107 - Cthorm €N condiciones Alteradas (cancer)

ACt2 = Ctmir-107 - Cthorm €N condiciones normales (no cancer)

o-AACt — o-(ACK2-ACH1)

Siendo el normalizador el miRNA-21

9.6.Anélisis bio-informatico

Para encontrar los posibles mRNA blancos, se realizo un analisis de enriguecimiento

en las bases de datos miRBase (http://www.mirbase.org/), targetscan

(http://www.targetscan.org/vert 71/), miRTarbase

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php), Cometa (http://cometa.tigem.it/) y

PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de/), para la busqueda de la distribucion celular de los
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blancos de los miRNAs y de las funciones ontoldgicas en las cuales participan, se

utilizé la herramienta bioinformatica David (http://david.abcc.ncifcrf.qgov/).

9.7.Amplificacion del vector

9.7.1. Transformacioén de células E. coli DH5a

Células competentes E. coli DH5a se descongelaron en hielo, se les adiciond 50 uL
de amortiguador de transformacién y 100 ng del pldsmido vector, se incubaron en
hielo por 30 minutos, posteriormente se dio un choque térmico a 42°C por 90
segundos, se incubd por 3 minutos en hielo, se adicionaron 200 uL de medio LB +
ampicilina, se incubd la mezcla a 37°C por 45 minutos a 200 rpm, la mezcla se
sembrdé por plagueo en una caja de petri con medio LB-Agar + ampicilina, se incubo
a 37°C durante la noche, las unidades formadoras de colonias contienen el pldsmido
vector pMIR (figura 4).

9.7.2. Extraccion del plasmido
Las unidades formadoras de colonias se inocularon en 6 mL de medio LB +
ampicilina, se incubando por 12 horas a 37°C, a 200 rpm, depuse se de la
incubacion se centrifugod el tubo por 5 minutos a 5,000 rpm, se procedi6 a extrael el
plasmido de la pastilla celular, utilizando el Kit de extraccién de plasmido de alta
pureza Roche V10.0 ®. De acuerdo a las instrucciones del fabricante.

De la identificacion del posible sitio blanco (posicion 1070-1089, region 3'UTR del
MRNA de PTEN) se disefiaron oligos de hibridacién para que sean clonados en los
sitios de restriccion Hindlll y Spel del vector pMIR

9.8.Procedimiento de clonacion de la regién 3’ UTR PTEN
El plasmido pMIR se sometié a doble restriccion con las enzimas Hindlll y Spel, se
utilizaron 0.5 uL de cada enzima de restriccion por cada pg de plasmido en 2uL de
amortiguador Il para una reaccion de 20 uL, la mezcla se incub6é a 37°C en bafio

maria durante 18 horas,
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El plasmido restringido se verificO por electroforesis en gel de agarosa en
amortiguador TAE 1X.

Posterior a la visualizacién en luz UV, se recorto el gel en donde se encuentra el
plasmido restingido, y se realiz6 la purificacion del plasmido con el kit Quiaex I, gel

extraction kit, de Quiagen ®.

El plasmido purificado se preparo para la reaccion de ligacion con el oligo disefiado.
Para extremos cohesivos se utilizaron 4 uL de amortiguador de ligacion 5X, inserto y
vector en una relacion 3:1, y 0.1 unidad de enzima ligasa T4, para un volumen de

reaccion de 20 pL, la reaccion se incubd a 18°C durante toda la noche (18 horas).

La construccion del plasmido clonado (pMIR-PTENla y pMIR-PTEN1a mutante) se
verificd por electroforesis en gel de agarosa en amortiguador TAE, el éxito de la

clonacion se verifico por la liberacion del inserto por doble restriccion.

Las construcciones de los vectores pMIR-PTEN1a y 1a mutante se expanden con el
procedimiento 9.6.1

Para el disefio de oligos de hibridacion que codifican para la regién 3’'UTR de interés
en el ARNm de PTEN, se seleccioné el sitio de unién al miR-107 que tuvo la mayor

puntuacion de alineamiento, en rojo se indica el sitio de unién
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Figura 4.- Mapa del vector pMIR-REPORT.

El vector reportero pMIR consiste en un reportero experimental de luciferasa de
luciérnaga al cual se le puede insertar las secuencias blanco previstas de miRNAs en
el sitio de clonacion multiple en la secciéon 3'UTR del gen de luciferasa de forma que
se puede medir la actividad de luciferasa en funcién de un miRNA y analizar la

influencia de la seccién 3 'UTR de interés.
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>PTEN 3'UTR POS 1067 a 1111

5 TAAAATATTTTGTAATGCTGCACAGAAATTTTCAATTTGAGATTC 3
3" ATTTTATAAAACATTACGACGTGTCTTTAAAAGTTAAACTCTAAG &

De esta seccién se tom6 una secuencia de 35 bases para los oligos sintéticos
(Uniparts) de la wild type y la mutante la secuencia forward y la secuencia reverse,

se muestra a continuacion

Wild Type

Forward 5’ - CTAGTTAAAATATTTTGTAATGCTGCACAGAAATT - 3
Reverse 5 — AGCTTAATTTCTGTGCAGCATTACAAAATATTTTA-3
Mutantes

Forward 5’ - CTAGTTAAAATATTTTGTAATCCTACACAGAAATT -3’
Reverse 5 — AGCTTAATTTCTGTGTAGGATTACAAAATATTTTA -3

Estos oligonucledtidos se hibridaron (figura 13) utilizando 100 pmol / uL de cada uno,
suspendiéndolos en volumen cbp 15 uL de amortiguador de hibridacién, con el

siguiente programa en el termociclador:

Hold Hold
Temperatura (°C) 95 37
Tiempo (minutos) 5 45
Hibridacion de la secuencia wild type
Forward 5’-CTAGTTAAAATATTTTGTAATGCTGCACAGAAATT -------- 3
Reverse 3’ ------- ATTTTATAAAACATTACGACGTGTCTTTAATTCGA -5
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Hibridacién de las secuencias mutantes
Forward 5’ -CTAGTTAAAATATTTTGTAATCCTACACAGAAATT -------- 3

Reverse 3’ --------- ATTTTATAAAACATTAGGATGTGTCTTTAATTCGA-5

9.9.Validacion del blanco modulado por el miR-107 mediante ensayos de

luciferasa

9.9.1. Transfeccioén del vetor en células PC3.

200,000 células PC3 se sembraron por pozo en una placa de 6, se adicionaron 2 mL
de medio F12 (Glibco ®) y se incubaron a 37°C en atmésfera al 5% de CO, por 24
horas. Posterior al tiempo de incubacion se prepard la reaccidon de transfeccién para
cada pozo, de la siguiente manera, en un tubo de 1.5 mL se adicionaron 5 uL de la
construccion pMIR-PTEN1a-3'UTR + 150 uL del medio de transfeccion OPTIMEM ®,
se mezcld por pipeteo suave (esta mezcla también se realizé para la construccion
pPMIR-PTEN1a mutante-3’'UTR y para el normalizador PRL-CMV) En otro tubo de 1.5
mL se adicionaron 6 pL del agente de transfeccion Lipofectamina — 2000 reagent
(Invitrogen ®) + 150 puL de medio OPTIMEM ®. Se mezcld por pipeteo suave, se
dejaron incubar ambos tubos por 10 minutos a temperatura ambiente. Posterior a la
incubacion se mezclaron ambos tubos en uno solo, se homogenizaron por pipeteo
suave y se dejo incubando por 10 minutos a temperatura ambiente. A cada pozo de
la placa se le retiro el medio de cultivo y se lavé 2 veces con amortiguador PBS 1X
pH7.0, posteriormente se adicionan 1.8 mL de medio DMEM vy la mezcla de la
construccion con el medio de transfeccion y lipofectamina (Un pozo para cada
construccion). Se mezclé suavemente por oscilacion y se incubd la placa por 5 horas
a 37°C en atmoésfera con 5% de CO, posteriormente se le retiro el medio a cada
pozo se adiciono 2 mL de medio F12, la placa se incub6 a 37°C en atmosfera con
5% de CO, por 24 horas. Posterior a la incubacion se co-transfecté el pre-miR-107 y
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el Pre-miR-neg (scramble), y se incubaron las cajas por 48 horas a 37°C en

atmosfera al 5% de CO,.

9.9.2. Ensayo de medicién de actividad de luciferasa

La actividad de luciferasa fue medida utilizando el kit Dual-luciferase reporter assay
system (Promega ®) preparando el amortiguador de lisis 5X en agua estéril para
obtener una concentracion 1X, los pozos fueron lavados con amortiguador PBS 1X
pH7. Posteriormente a los pozos se les adiciond el amortiguador de lisis 1X
incubando por 5 minutos en agitacion en hielo. Se transfirio el lisado de cada pozo a
un tubo(c/u) de 1.5 mL para vortexear por 15 segundos tres veces y centrifugar a
12,000 g por dos minutos a 4°C. Se recupero el sobrenadante en un tubo de 1.5 mL
estéril nuevo. En una placa de fondo opaco de 96 pozos, se adicionaron 100 mL del
reactivo de ensayo de luciferasa y 20 mL del lisado celular, mezclando por pipeteo
suave. Se realizé la lectura de emision de luz en un lumindmetro Floroscan Ascent
Fluorometer (Thermo Scientific ®) con 2 segundos de retardo entre cada lectura de

10 segundos.

9.10. Analisis de inmunodeteccidn

Para evaluar la expresion de la proteina PTEN se realizé el ensayo de Western blot
con un anticuerpo policlonal primario de conejo (GTX 101025 — GeneTex, USA.), y el
secundario, anti IgG de conejo (A3687, Sigma-Aldrich). Para evaluar la expresion de
AKT en su estado fosforilado y no fosforilado se utilizaron anticuerpos policlonales
primarios de conejo (#9272 y #4058 respectivamente de Cell signaling) como
anticuerpo secuendario se utilizé anti IgG de conejo (A3687, Sigma-Aldrich). Como
normalizador se utilizO el anticuerpo primario GADPH (0411-Santa Cruz

Biotechnology) y como secudario anti IgG de ratén (A9044, Sigma Aldrich).

9.10.1. Preparacion de extractos proteicos
Para extraer las proteinas, a los pozos de los cultivos celulares se les retiro el medio
de cultivo y se lavaron 3 veces con amortiguador PBS 1X pH 7.0, frio y se incubaron
con amortiguador de lisis (200 uL) TNTE frio (4°C, en agitacion) durante 15 minutos,

complementando con 2 uL de coctel completo de inhibidores de proteasas de Roche.
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Cada pozo se raspdé con una punta de micropipeta estéril. Se recupero el
sobrenadante de cada pozo en un tubo de 1.5 uL, posteriormente de centrifugd a
14,000 rpm por 15 minutos a 4°C, para recuperar el sobrenadante y almacenarlo a

-80°C hasta su posterior uso.

9.10.2. Determinacion de la concentracién de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas de los extractos, se utilizé el método
de Bradford. La curva se construydé con una solucién de 1 mg/mL de albumina,
leyendo la reaccién colorimétrica en un espectrofotdmetro a 595 nm de longitud de
onda. Los valores obtenidos se sustituyeron en la ecuacién de la recta de calibracion

para obtener la concentracion de proteinas (ug/uL).

9.10.3. Electroforesis de proteinas en condiciones

desnaturalizantes

La separacion de proteinas se realizé por electroforesis en un gel de poliacrilamida al
10% con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE), el gel concentrador al 5%, con el
amortiguador de corrida 1X y un potencial eléctrico constante de 70 V. Se usé el
marcador de peso molecular Dual-color de Biorad. Cada carril fue cargado con la
misma cantidad de proteina extraida en el punto 9.11.1,

9.10.4. Transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE, se realiz6 la transferencia a
membranas de nitrocelulosa (BIO-RAD), se utilizé el equipo Trans-Blot Semi-Dry
Transfer Cell (BIO-RAD), la transferencia se realizé durante una hora a 60 V, para
confirmar la transferencia la membrana se tifio con Rojo de Ponceu y posteriormente
se lavo con amortiguador PBS 1X pH 7 hasta eliminar el color rojo de la solucién de
lavado.
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9.10.5. Ensayo de Western Blot

La membrana se sumergié en una solucion bloqueadora (leche en polvo descremada
al 5% en amortiguador PBS 1x pH 7.0), durante la noche a 4°C, posteriormente se
realizaron 3 lavados de 5 minutos con amortiguados PBS 1X pH 7.0 la solucion con
el anticuerpo primario en amortiguador PBS 1X pH 7.0, se adicioné una dilucion
1:800, incubandose a temperatura ambiente por una hora o durante la noche a 4°C.
Posteriormente la membrana se lavé 3 veces durante 5 minutos en amortiguador
PBS 1X, tween 20, pH 7.0, se adiciond la solucion de anticuerpo secundario (1:1000)
durante 1 hora a temperatura ambiente, posteriormente la membrana se lavo 3 veces
durante 5 minutos en amortiguador PBS 1X, tween 20, pH 7.0, posteriormente la
membrana se incubé con la solucion reveladora (peroxidasa de rabano picante)
durante 3 minutos antes de ser visualizada en luz UV en el foto-documentador (BIO-
RAD).

9.11. Ensayo de herida

Para evaluar el efecto del miRNA-107 sobre la migracion celular se realizo el ensayo
de herida, para lo que se sembraron 250,000 células PC3 en una placa de 6 pozos,
en medio F12, se adicionaron 2 mL de medio F12 (Glibco ®) y se incubaron a 37°C
en atmosfera al 5% de CO, por 24 horas, posteriormente, se realizo la transfeccion
del pre-miRNA-107 y miRNA-Scramble de acuerdo al procedimiento 9.10.1,
posteriormente se incubaron a 37°C en atmosfera al 5% de CO, por 24 horas al
tiempo de incubacion se verifico la confluencia para asegurar el 90% de la
confluencia. Con una punta de micropipeta de 200 uL esteril, se rasparon tres lineas
paralelas en la monocapa de células de cada pocillo, se lavé cada pocillo dos veces
con PBS para eliminar cualquier célula separada por el corte de la micropipeta, se
incubo a 37°C en atmoésfera al 5% de CO, y se observd a microscopio cada pozo,
con una magnificacion de 100X, cada 2 horas durante 8 horas, se contaron el

namero de células que invaden las heridas en cada pozo.
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10.Resultados

10.1. Objetivo 1

Determinar los niveles de expresion de miR-107 en biopsias liquidas de pacientes

mexicanos con cancer de prostata en diferentes estadios.

10.1.1. Criterios de inclusién en el estudio

Los criterios de inclusion para los grupos de casos y controles fueron los siguientes:

Criterios de inclusiéon

Casos Controles
e Pacientes > 40 afios e Pacientes > 40 afios
e Con diagndstico de cancer e Clinicamente sanos
confirmado
e Valor de PSA >4 ng/mL e Valor de PSA <4 ng/mL
e Puntuacion de Gleason > 6 e Se excluyen pacientes con

historial de CaP familiar (Padre

y/o tios paternos, hermanos)

En ambos casos se descartan las muestras hemolisadas

Los pacientes del ambos grupos se encuentran bajo atencién médica en el area de
urologia del Hospital Central Militar por el diagndstico de cancer de préstata en
distintas etapas clinicas o por sospecha de cancer de prOstata con confirmacion

negativa.
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10.1.2. Estimacion del tamafio de la muestra

La formula para calcular el tamafio de muestra cuando se desconoce el tamafio de la

poblacion es la siguiente:

Nxz®xpxg

nzd‘xz‘xpxq

En donde:

Z = nivel de confianza, 1.96 para 95% de confianza

P = probabilidad de éxito, o proporcién esperada

q=1-p

d = precision (error maximo admisible en términos de proporcién)
N= tamafio de la poblacion)

Esta férmula es valida cuando la poblacion es infinita o cuando la muestra es < al 5%

de la poblacion total.

Tomando en cuenta los datos epidemioldgicos del cancer de préstata en México en
el afio 2012 (de acuerdo a GLOBOCAN) se tiene una incidencia aproximada a 13%
de la poblacién masculina (tasa estandarizada por edad) de acuerdo a los datos del
censo de poblacion México 2010, México contaba con 119°530,753 habitantes, con
una distribucion de 48.6% de hombres (58'091,946 hombres), de esta poblacion el
25% es mayor a 40 anos (14’522,986 hombres) de los cuales 1'887,988 tienen riesgo

de presentar cancer de préstata.

Esta poblacion se considera infinita para analizarla en su totalidad, por lo que se

puede aplicar este método para determinar el tamafio de muestra.

_ 1'887,988 x 1.96* x 0.035 x 0.965

=T 3177 x 1.962 £ 0.035  0.965
| 244,966
"= 6.109.79

n =40.09 = 40
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Se requieren 40 personas con diagnéstico confirmado de CaP. En el caso de los

controles se requiere de al menos 20 personas clinicamente sanas.

10.1.3. Datos clinicos de los casos

Cuarenta y dos muestras de casos fueron obtenidas por puncion antecubital, de las
cuales se descartaron tres (dos por estar hemolizadas y una por no contar con
historial clinico). Las muestras fueron obtenidas durante los meses de febrero y
marzo del aflo 2017, todas las muestras de casos corresponden a pacientes con
adenocarcinomas prostéticos, y se encuentran distribuidas entre las diferentes
etapas clinicas del CaP (Tabla 3). Sobre los tratamientos que reciben los pacientes
diagnosticados con CaP, se dividen en cuatro, siendo la principal la terapia de
supresion de androgenos, seguida de la radioterapia y la cirugia (prostatectomia
radical y la crio-ablacion prostatica respectivamente) (Figura 5). Dentro de las
opciones que existen para la terapia de supresion de androgenos los casos se
administra acetato de abiraterona. En el presente estudio participaron 21 pacientes
que recibian terapia de supresion de andrégenos, nueve de los cuales ademas
recibieron radio tereapia, 2 mas cirugia (prostatectomia radical) y uno cirugia para
aliviar sintomas. Siete de los 17 pacientes que recibierdn radioterapia fueron tratados
con cirugia (de 12 pacientes con éste tratamiento -prostatectomia radical-), solo 2
pacientes fueron tratados con cirugia para aliviar los sintomas (tunelizacion y

crioablacion prostatica).

Para los controles las muestras fueron obtenidas por el laboratorio de andlisis
clinicos en tubo separador de suero, el cual fue utilizado para diversos analisis,
incluyendo los niveles el PSA, de esta muestra se guardo una alicuota de 200 uL
para el andlisis de expresion del miRNA-107. Los datos obtenidos de los pacientes
son la edad, y concentracion de PSA en sangre. (Tabla 4). 35 de 50 muestras fueron
utilizadas como controles de expresion del miRNA-107 y 39 como casos de CaP para
la medicion de los niveles del miRNA-107.
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Tabla 3.- Resumen de informacion clinica de los casos, ordenados por estadio del
cancer (I al IV) y distribuidos por puntuacion de Gleason y valor TNM de los tumores.

Estadio del No de Puntuacion de Gleason Valor TNM
cancer Casos

T2aNOMO
T1cNOMO
T1aNOMO

EC I 8

T3aNOMO
T1aNOMO
T1cNOMO
T2aNOMO

EC-II 10

pT3NOMO
T3bNOMO

WNERRMR R[OS

EC-I1I 10

T1aN1MO
T3aNOM1
T1cNOM1b
T3aN1MO
T2cNOM1b
T4cNOM1
T2cNxM1b
T1cNOM1

EC-IV 10

P NNNPFPRPFPOWOWOSINEFE O RFRPFP WS
o~NE ©0©mo NooNolo o

NP RRRPRREN
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Tabla 4.- Edad y concentracion de PSA en la sangre de ambos grupos (Casos y

controles

Casos Controles

Edad (afilos) 73.5%+89 64.1+99

PSA (ng/mL) 13.9+12.0 1.3+0.97
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Figura 5.- Distribucién de los tratamientos del grupo de estudio

Los tratamientos que reciben los pacientes son variados, siendo el mas utilizado la
terapia de supresion de androgenos, seguida de la radioterapia y la prostatectomia
radical.
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10.1.4. Expresion relativa del miR-107 entre casos y controles

La expresion relativa del miR-107 se evalu6 en 39 casos y 35 controles,
obteniendose que el grupo de casos tiene en promedio un cambio de expresion de
8.2 + 7.5 en relacion al grupo control 0.98 + 0.16 (figura 6), por lo que el aumento de
la expresion relativa del miR-107 es estadisticamente significativo (p=0.000012). Si
agrupamos al grupo de casos por etapa clinica de cancer (figura 7) se observa que
los casos que se encuentran etapa clinica IV, tienen una expresion relativa mayor a
la de los casos que se encuentran en las otras etapas clinicas, con un cambio de
expresion promedio de 15.9 + 9.9, y una diferencia estadisticamente significativa (p <
0.05) comparando con las etapas clinicas I, Il y lll. Si se agrupan los casos de
acuerdo a su evolucién cancer de proéstata resistente a la castracion (CaPRC) y
aguellos que no son resistentes a la castracion, se observa que el grupo de CaPRC
tiene un cambio de expresidbn promedio de 14.1 + 9.0 con una diferencia
estadisticamente significativa comparada con la expresion relativa del grupo no

resistente a la castracion de 4.97 £ 2.19 y un valor de p = 0.0012 (figura 8).

Con la finalidad de evaluar el poder predictivo del miR-107 en plasma de los
pacientes con CaP, se elabor6 una Curva de Operador Receptor (ROC) entre los
casos Y el grupo control (Figura 9). Obteniendo un area bajo la curva de 0.85 con un
valor de corte de 1.2.
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Figura 6.- Expresion relativa del miR-107 en los grupos de estudio

A pesar de la amplia dispersién de la expresién relatica en el grupo de casos, es
evidente que hay una sobreexpresion del miR-107 comparda con el grupo control, la
diferencia de los promedios es estadisticamente significativa p<0.005 (t-Student 2

colas no pareada), miR-21 como normalizador.
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Figura 7.- Expresion relativa del miR-107 en el grupo de estudio estratificado por

etapa clinica del CaP.

Estratificando el grupo de casos por etapas clinicas ([EC] |, 11, lll, IV)sel CaP la
exoresion relativa del miR107 para las etaoas I, Il y Il no muestra diferencias, pero
los pacientes en etapa IV tienen una expresion relativa promedio diferente a las otras

etapas, p<0.05 t-student dos colas no pareadas.
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Figura 8.- Expresion relativa del miR-107 en el grupo de estudio de acuerdo a su
evolucion (CaPRC y CaP).

Agrupando a los casos por evolucion del CaP a CaPRC se encuentran diferencias

significativas en la expresion relativa promedio del miR-107, P=0.00012, t-student

dos colas no pareadas.
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Curva ROC
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Figura 9.- Curva Receptor Operador de la expresion relativa del miR-107.

La curva nos permite evaluar la especificidad contra la sensibilidad de una prueba
basandose en el &rea bajo la curva, mientras mas cercana es a 1 mejor valor
predictivo tendra la prueba, 0.85 es un mejor valor predictivo que los ensayos

realizados con PSA
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10.2. Objetivo 2

10.2.1. Secuenciay localizacién del miR-107

El andlisis bioinformatico realizado en las diferentes bases de datos de miRtaR base,
Miranda, Target Scan, Pictar y Cometa nos indicé que el miR-107 tiene la siguiente

secuencia:

5’CUCUCUGCUUUCAGCUUCUUUACAGUGUUGCCUUGUGGCAUGGAGUUCAAG
CAGCAUUGUACAGGGCUAUCAAAGCACAGA 3

Obteniendose como producto de la maduracioén la siguiente secuencia del miRNA-
107.

5" AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA 3

Este miRNA-107 se encuentra codificado en el locus 10923.31 intron del gen PANK1
(figura 10) en una regién regulada por p53, sin embargo al encontrarse como intron
Su génesis se realiza por la via no-candnica independiente de DROSHA vy tiene mas

de mil blancos predichas.
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Figura 10.- Mapa del cromosoma 10.

Se indica el locus 10g23.31en donde se encuentra codificado el miR-107 dentro del

cromosoma.
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10.2.2. Anélisis de enriquecimiento y ontologia

El andlisis de enriquecimiento en las base de datos Targetscan, miRtarbase, Cometa
y Pictar predicen aproximadamente 1288 posibles blancos para el miR-107. Un
analisis de Ontologia (KEEG), realizado con “DAVID bioinformatics database”, de
estos blancos predichos nos permite encontrar aquellos ARNm que codifican
proteinas involucradas en vias de sefalizacion que participan en los procesos
celulares del cancer (tabla 5). Los blancos coincidentes entre estas bases de datos
indican posibles blancos dentro de la via PIP3-AKT, la cual es una de las principales
debido a que regula corriente abajo muchos procesos relacionados con la
proliferacion celular, angiogénesis y evasion de la apoptdsis, las cuales son
caracteristicas importantes de las células cancerosas. De este grupo de posibles

blancos PTEN regula tanto a PIP3 como a AKT al desactivarlos via desfosforilacion.

PTEN es un supresor tumoral quea ctia como una proteina fosfatasa de doble
especificidad, defosforila las proteinas fosforiladas en los residuos tirosina, serina y
treonina. También actla como una lipido-fosfatasa quitando el grupo fosfato de la
posicion D3 del anillo inositol del fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato PtdIns(3,4,5)P3,
fosfatidilinositol-3,4-difosfato  PtdIns(3,4)P2, fosfatidilinositol-3-fosfato PtdIns3P e
inositol-1,3,4,5-tetrakisfosfato Ins(1,3,4,5)P4. El orden de preferencia de sustrato in
vitro es PtdIns(3,4,5)P3 > PtdIns(3,4)P2 > PtdIns3P > Ins(1,3,4,5)P4. La actividad
lipido-fosfatasa es critica para su funcion supresora de tumores. Antagoniza la ruta
de sefalizacion PI3K-AKT/PKB defosforilando los fosfoinositidos y por tanto
modulando la progresion del ciclo celular y la supervivencia de la célula. La forma de
la PTEN desfosforilada coopera con la AIP1 para suprimir la activacion de la AKTL1.
La enzima defosforila la kinasa de adhesion focal fosforilada en un residuo tirosina e,
inhibe la migracion celular, la proliferacién celular mediada por las integrinas y la
formacion de la adhesion focal. Juega un papel como un modulador clave en la ruta
de sefalizacion AKT-mTOR controlando el ritmo del proceso de integracion de las
neuronas recién nacidas durante la neurogénesis adulta, incluyendo el

posicionamiento correcto de las neuronas, el desarrollo dendritico y la formacion de
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las sinapsis. Puede ser un regulador negativo de la sefalizacion por insulina y del
metabolismo de la glucosa en el tejido adiposo. La forma nuclear posee mas
potencial apoptético mientras que la forma citoplasmica tiene menos habilidad en la

supresion tumoral.

PTEN se presenta como un mondmero. Posee un dominio C2 que se une in vitro a
las membranas fosfolipidicas de una manera dependiente del Ca®*. Esta unién es

importante para la funcion supresora de tumores.

Las proteina quinasa B es una familia de proteinas codificadas en los humanos por 3
genes: AKT1, AKT2 y AKT3. Juegan un importante rol en la sefializacion celular en
mamiferos. Estas enzimas pertenecen a la superfamilia de las serina/treonina

proteina quinasas no especificas.

La AKT1 esta involucrada en la supervivencia celular, en la inhibicion de procesos
apoptoticos, en la induccion de la via de sintesis de proteinas y ademas es clave en
la via que guia a la hipertrofia del musculo esquelético (crecimiento de tejido).
También la AKT1 esta implicada como principal factor de muchos tipos de cancer

(fue originalmente reconocida como un oncogén en retrovirus transformantes).

La AKT2 es una importante molécula de sefalizacion de la via de sefalizacion de

Insulina (induce el transporte de glucosa).
El rol de la AKT3 aun no ha sido bien entendido.

La proteina quinasa B posee dominios PH, dominio con homologia a la Pleckstrina.
Estos dominios se unen con alta afinidad a los fosfoinositoles. Asi, los dominios PH
de la proteina quinasa B se unen al PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato) y al PIP2
(fosfatidilinositol 3,4-bisfofato). Por ejemplo, al activarse un receptor acoplado a la
proteina G 0 un receptor tirosina quinasa tal como un receptor de insulina (RI),
activan a la P13 quinasa (fosfoinositol 3-quinasa o PI3K) que va a fosforilar PIP2 para
formar PIP3.

PIP3 funciona para activar los componentes de sefalizacion en sentido descendente,

el mas notable es la proteina quinasa AKT, que activa las vias de sefalizacion
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anabdlicas posteriores requeridas para el crecimiento celular y la supervivencia. La

fosfolipasa C escinde PIP2 para producir inositol trifosfato IP3 y diacilglicerol.

Ptdins (3,4,5) P3 es desfosforilado por la fosfatasa PTEN en la posicion 3, generando
Pl (4,5) P2, y por SHIP (fosfatasa de inositol que contiene SH2) en la posicion 5 'del
anillo de inositol, produciendo PI (3,4) P2.

El dominio PH en varias proteinas se une a Ptdins (3,4,5) P3. Dichas proteinas
incluyen Akt / PKB, PDK1, Btkl y ARNO. La generacién de Ptdins (3,4,5) P3 en la
membrana plasmatica tras la activacion de Pl 3-quinasas de clase | hace que estas
proteinas se transloguen a la membrana plasmatica y afecta su actividad en

consecuencia.

El dominio PH permite la unién entre Ptdins (3,4,5) P3 y G receptor quinasas
acopladas a proteina (GRK). Esto mejora la union del GRK a la membrana
plasmética.
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Tabla 5.- Proteinas y vias de sefializacion identificadas como reguladas por el

MiRNA-107 en el analisis de ontologia.

Via de sefializaciéon

Proteina

Uniones Adherentes

Via de sefializacién Wnt

Via de sefalizacion PISK-AKT

Uniones Adherentes

Via de sefializacion MAPK

Interaccion de receptores citocona-cotocina

Ciclo celular

Diferenciacion

Via de sefializacion TFG[3

Via de sefializacién VEGF

APPL
wnt
Frizzled
Subunidad ai
Axin
PIP3
AKT
PTEN
APPL
PLCB
NOERIA
JNK
FGF
FGFR
RET
CDK4
Ciclinak
PIZFRAPa
AML1ETC
TFGBRII
hMSH6
HIFB
Otros

Su
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10.2.3. Identificacidn de posibles sitios de unién del miR-107 en
PTEN

Utilizando la base de datos miRANDA, se obtuvo la secuencia 3’UTR del mRNA del
gen PTEN, el software identifica a través de un alineamiento los posibles sitios de
union (figura 11) tomando como criterio que los sitios cuenten con la
complementariedad de la region semilla del miRNA a analizar. En este caso la region
semilla del miR-107 esta compuesta por 6 nucleétidos en la regién 5’ del miRNA con
la secuencia GCAGCA, y posteriormente que tenga por lo menos el 85 % de bases
complementarias a los 12 nucle6tidos que componen el miRNA (figura 12). La
secuencia obtenida muestra que existen tres sitios de unién que cumplen estos
criterios. La longitud de los posibles sitios de union indica que el apareamiento no es
perfecto y que se formaran estructuras secundarias durante la unién, mientras menos

estructuras secundarias se formen, mayor sera la puntuacion de alineamiento.
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81
161
241
321
481
451
561
641
721
801
881
961
1841
1121
1261
1281
1361
1441
1521
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1681
FUTR of PTEN 1761
(miRNA target sites il

are highlighted) oo

2081

>PTEN|NM_821304718| 3 UTR

ATTTTTTTTTATCAAGAGGGATAAAACACCATEAAAATAAACTTGAATAAACTEAAAATGEACCTTTTTTTTTTTAATGG
CAATAGGACATTGTATCAGATTACCAGTTATAGGAACAATTCTCTTTTCCTGACCAATCTTGTTTTACCCTATACATCCA
CAGEETTTTGACACTTGTTGTCCAGTTGAAAARAGATTGTGTAGCTGTATCATGTATATACCTTTTTGTGTCAAAAGGAC
ATTTAARATTCAATTAGGAT TAATAAAGATGGCACTTTCCCATTTTATTCCAGT TTTATAAARAGTGEAGACAGACTGAT
GTGTATACGTAGGAATTTTTTCCTTTTGTGT TCTGTCACCAACTGAAGTGGCTAAAGAGCTTTGTGATATACTGGTTCAC
ATCCTACCCCTTTGCACTTGTGGCAACAGATAAGTTTGCAGT TGGC TAAGAGAGGT TTCCGARGGGTTTTGCTACATTCT
ARTGCATGTATTCGGGT TAGGGGAATGEAGGEAATGC TCAGAAAGGAAATAATTTTATGC TGEACTCTGGACCATATACC
ATCTCCAGCTATTTACACACACCTTTCTTTAGCATGCTACAGTTAT TAATCTGRACATTCGAGGAAT TGGCCGETATCAL
TECTTGTTATTTGCGCATTTTTTTTTAAAGCATATTGGTGC TAGAARAGGCAGC TAAAGGAAGTGAATCTGTATTGGGGET
ACAGGAATGAACCTTCTGCAACATCTTAAGATCCACAAATGAAGGGATATAAAAATAATGTCATAGGTAAGARACACAGC
AACAATGACTTAACCATATAAATGTGRAGGCTAT CAACAANGAATGGECTTGARACATTATAAAAATTGACAATGATTTA
TTARATATGTTTTCTCAATTGTAACGACTTCTCCATCTCCTATATAATCAAGECCAGTGC TARAATTCAGATGCTATTAG
TACCTACATCAGTCAACAACTTACACTTATTTTACTAGT TTTCAATCATAATACCTGCTGTGEATGCTTCATGTGCTGCC
TECAAGCTTCTTTT ARAATATTTTGTAATGCTGCACAGAAATTTTCAATTTGAGATTCTACAGTAS
GCGTTTTTTTTCT T TGAAGATTTATGATGCACTTATTCAATAGCTGTCAGCCGTTCCACCCTTTTGACCTTACACATTCT
ATTACAATGAATTTTGCAGT TTTGCACATTTTTTARATGTCATTAACTGTTAGGGRATTTTACT TGAATACTGAATACAT
ATAATGTTTATATTAAAAAGGACATTTGTGT TAAARAGEARATTAGAGTTGCAGTAAACTT TCAATGCTGCACACARAAAL
ARAGACATTTGATTTTTCAGTAGAAAT TATCCTACATGTGCTTTATTGATTTGCTATTGAAAGAATAGGGTTTTTTTTTT
TITTTITTITTITITTTIT I TAAATGTGCAGTGTTGAATCATTTCTTCATAGTGCTCCCCCGAGTTGREACTAGGGCTTCAA
TTTCACTTCT TAAAAAAAATCATCATATATTTEGATATGCCCAGACTGCATACGATTTTAAGCGGAGTACAACTACTATTG
TAAAGCTAATGTGAAGATAT TATTARAAAGETTTTTTT T TCCAGAAATTTGGTETCTTCAAATTATACCTTCACCTTGAC
ATTTGAATATCCAGCCATTTTGTTTCT TAATGGETATAAAATTCCATTTTCAATAACTTATTGETGCTGAAATTGTTCACT
AGCTETEATCTGACCTAGT TAATT TACAAATACAGATTGAATAGGACCTACTAGAGCAGCATTTATAGAGTTTGATGGCA
ARTAGATTAGGCAGAACTTCATCTAAAATATTCTTAGTARATAATGTTGACACGTTTTCCATACCTTGTCAGTTTCATTC
AR AT TTTTAAAT TTT TAACAAAGCT CTTAGGATTTACACATT TATATTTAAACATTGATATATAGAGTATTGATTGAT
TECTCATAAGTTARATTGGTAAAGT TAGAGACAACTATTCTAACACCTCACCATTGARATTTATATGCCACCTTGTCTTT
CATAAAAGCTEAAAATTGT TACCTAAAATGAARATCAACTTCATGT TTTGAAGATAGT TATARATATTGTTCTTTGTTALC

Figura 11.- Seccion del extremo 3’'UTR del mRNA de PTEN.

Se resaltan en color amarillo los posibles sitios de union del miRNA-107, se indica

con la flecha el que reporta mayor puntuacion de alineacion.
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ID Duplex structure Position Score
miRNA 3' acUAUCGGGACAUGUUACGACGE 5°
1 o Ml 1070 - 1089  160.00
Target 5° aaATA-TTTTGT--AATGCTGCa 3
miRNA-target
interactions IRNA 3' acUAUCGG-GACAU GUUACGACGa 5
; miRNA 3" acUA = ------GUUA a 5'
Ay 2 ; I 11zs 111 LTI 1323-1352  155.00
miRanda) Target 5' ttAGAGTTGCAGTAAACTTTCAATGCTGCa 3° '
miRMN& 3" acUAUCGG-GACAU------- GU-UACGACGa 5'
3 AL A 1009 - 1040  137.00
Target 5' taATACCTGCTGTGGATGCTTCATGTGCTGCC 3°

Figura 12.- Posibles itios de unién del miR-107 a la seccién 3'UTR del mRNA de

PTEN.

En orden descendiente el untaje de alineacién, asi como su posicion en el transcrito,

enmarcado en un cuadro rojo se indica el sitio de mayor puntuacién de unién
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10.3. Objetivo 3

10.3.1. Hibridacion de nucleétidos

Los oligonucleétidos disefiados para hibridacion tienen extremos adherentes para los
sitios de restriccidon Spel (CTAG) y Hindlll (TTCGA), de la hibridacion de estos se
obtiene una seccién de DNA de doble cadena de 40 pb (figura 14), los cuales se
clonarén en el vector pMIR en la regién 3’'UTR del gen de luciferasa. La figura 13
muestra las colonias positivas a el vector clonado que tiene una longitud de 6448 pb
la diferencia del vector pMIR vacio y los vectores clonados es de 22 pb, lo que lo
hace dificil de diferenciar del vector vacio por electroforesis en gel de agarosa (figura
15), por lo que los vectores clonados fueron sometidos a doble digestion con la
enzimas de restriccion Hindlll y Spel, obteniéndose la liberacion de los insertos
(figura 16).
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Figura 13.- PCR colony de colonias transformadas con el vector pMIR.

En los carriles 2 a 8 se encuentran el PCR colony de 7 colonias seleccionada en
medio LB+ampicilina, los carriles 3, 4, 6 y 7 son positivas al vector pMIR (alrededor
de 6000pb), la flecha indica el tamafio del vector pMIR. El carril 1 MTM, es el

marcador de tamafio, 10 Kb. Eelectroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE,
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Figura 14.- Hibridacion de los oligonucledtidos

Loscarriles 2 y 3 contienen oligonucleo6tidos complementarios de PTEN wild type, el
carril 4 muestra el apareamiento de estos oligonucle6tidos PTEN WT a, los carriles
hibridazos 5 y 6 muestran los oligonucleétidos de PTEN mutante y el carril 7 e
apareamiento de estos oligonucleodtidos PTEN-mut , MTM marcador de tamafio de

1Kb. Electroforesis en gel de agarosa al 4% en TAE,
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Figura 15.- Verificacion del vector con insertos por doble digestion.

Los carriles 2 y 3 muestran el vector pMIR vacio después de la doble digestién, en la
flecha A de 6000 pb se encuentra el vector linealizado, las bandas subsecuentes on
conformaciones no lineales del vector, en el carril 5y 6 se muestran el vector pMIR
con los inseros PTEN-WT, y PTEN-mut respectivamente. Gel de agarosa al 1% en
TAE, MTM marcador de tamafio de 10Kb.
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Figura 16.- Liberacién de los insertos por doble digestion.

En el carril 2 se observa el plasmido pMIR vacio en un tamafio daproximado a 6000
pb, en el carril 3, renglén A se observa el vector desgnado pMIR-PTEN-WT después
de la doble digestién, con un tamafio cercano a 6000 pb pero menor en relacién al
vector vacio, en el carril 3 renglon B se observa el inserto PTEN-WT en un tamafio
menor a 200 pb (el inserto es de 40 pb), en el carril 4 renglon A se encuentra el
vector designado pMIR-PTEN-mut después de la doble digestion, en el carril 4,
renglon B el inserto PTEN-mut, MTM, marcador de tamafio de 10Kb. Gel de agarosa
al 4% en TAE.
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10.4. Expresion relativa del miR-107 en las lineas celulares DU145y PC3

Para realizar el ensayo de luciferasa, las correspondientes construcciones (pMIR-
PTEN-WT y pMIR-PTEN-mut) se realizo la transfeccion en lineas células de préstata,
se seleccion6 como linea de trabajo la linea celular PC3, esta linea proviene de un
cancer de pristata metastatico a hueso en etapa clinica IV, la cual tiene un potencial
metastatico mayor a las lineas celulares de cancer de prostata DU145 y LNCaP, con
un comportamiento similar a los pacientes que presentan cancer de préstata
resistente a la castracibn. Como primer paso se establecio la expresion relativa del
miR-107 de las células PC3 (figura 17), observandose que comparando con la linea

celular DU145 tiene una expresion relativa 25% mayor.

10.5. Ensayo de luciferasa

El ensayo de luciferasa se realizo utilizando y comparando 7 condiciones:

1 Transfeccion del vector pMIR vacio  pMIR

2 Transfeccion de vector clonado con pMIR-PTEN wt
PTEN1la

3 Transfeccion del vector clonado con pMIR-PTEN wt

PTEN1lay la cotransfeccion del pre- _
miR-107 pre-miR-107

4 Transfeccion del vector clonado con pMIR-PTEN wt
PTEN1a y la cotransfeccion del pre- _
miR-neg pre-miR-neg

5 Transfeccién del vector clonado con pMIR-PTEN mut
PTEN1la mut

6 Transfeccion del vector clonado con pMIR-PTEN mut
PTEN1a mut y la cotransfeccion del _
pre-miR-107 pre-miR-107

7 Transfeccion del vector clonado con pMIR-PTEN mut
PTEN1a mut y la cotransfeccion del _
pre-miR-neg pre-miR-neg
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Obteniendo como resultados (figura 18) que la condicibn 2 y 4 mostraron una
disminucién del 25% de la actividad de luciferasa comparando con los controles
negativos (vector vacio y condiciones 5, 6 y 7 que fueron transfectadas con el vector
clonado con PTENla mut), mientras la condicion 3 a la cual se le cotransfecto el pre-
miR-107) se observGé una disminucién de la actividad de luciferasa del 22%
comparando con las condiciones. Esta diferencia en el valor promedio de la actividad
de luciferasa fué estadisticamente significativa (p=0.013) con una t-student de 2
colas no apareada, lo que confirma que el sitio 1070-1089 de la region 3’'UTR del
MRNA de PTEN es un blanco del miRNA-107. Con el objetivo de verificar la
cotransfeccion del pre-miRNa-107 se evalud la expresion relativa del miR-107
comparando con las condiciones a las que no se les cotransfectd el miR-107,
observandose que al cotransfectar 200 pM del precursor se incrementa la expresion

relativa en un 19%.
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Figura 17.- Expresion relativa del miRNA-107 en las lineas celulares 1)PC3 sin
transfectar el pre-miRNA-107 y 2)PC3 transfectada con 200 pM del pre-miRNA-107.

p=0.00036 (t student 2 colas no apareadas).
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Figura 18.- Ensayo de luciferasa.

La columna 1 células PC3 transfectadas con el vector pMIR vacio, columnas 2, 3, 4
células pC3 transfectadas con la construccion pMIR-PTEN1a, columnas 3 y 4 co-
transfectado con el pre-miRNA-107 y pre-miR-neg, respectivamente, columnas 5, 6 y
7 células PC3 transfectadas con la construccion pMIR-PTEN1a mut, columnas 6 y 7

co-transfectadas con el pre-miR-107 y pre-miR-neg, respectivamente.
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10.6. Evaluacion de la proteina PTEN en la linea celular pC3

El efecto de la transfeccion del pre-miR-107 en la expresion de la proteina PTEN se
observo al transfectar 200 pM el precursor del miR-107 en la linea celular PC3, a
través de un ensayo de inmunodeteccion, observandose una disminucion de la
expresion de la proteina de 18% respecto a los ensayos de control. Asi mismo se
evalud la expresion de la proteina AKT en sus estados fosforilado y des-fosforilada,
siendo el estado fosforilado 15% méas abundante respecto al no fosforilado en los
ensayos a los que se les transfecté 200 pM del precursor del miR-107 en la linea
celular PC3 (figura 19).

10.7. Evaluacion del ensayo de herida

El efecto del miR-107 sobre la capacidad de migracion se observé a través del
ensayo de herida, al transfectar 200 pM del pre-miRNA-107 en la linea celular PC3,
tomado como referencia las células sin transfectar, observando la herida al
microscopio a las 0, 2, 4 y 8 horas de manera que la condicién transfectada con el
pre-miRNA-107 comenzd a cerrar con mayor velocidad en comparaciéon a los
controles negativos, con una diferencia de 30% a las 8 horas de iniciado el ensayo
(figura 20).

80



0- - . --- ¢ AKT-Pho-Ser 437
57— M TR W W W o o AT

37- G S enmee eummy wmm»  —  GADPH

Figura 19 Inmunodeteccién delas proteinas PTEN, AKT fosforilada (ser 437) y AKT

desfosforilada, GADPH como normalizador

Carriles 1y 2 células PC3 - Mok, 3y 4 células PC3 transfectadas con 200 pM de pre-
miRNA-negativo (scramble), 5y 6 células PC3 co-transfectadas con 200 pM de pre-

miRNA-107. GADPH como cotrol de carga en las 3 condiciones experimentales.
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Figura 20.- Ensayo de migracion celular.

A) Imagenes representativas de las condiciones de prueba (mok, pre-miRNA-neg,
pre-MiRNA.107) a diferentes tiempos 0, 2, 4 y 8 horas. B) Tasa de migracién celular
en las de prueba (mok, pre-miRNA-neg, pre-MiRNA.107) al inicio del ensayo, 2, 4 y
ocho horas de iniciado.
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11.Discusion

El miR-107 como en estudios anteriores (Bryant et al, 2012) se encontro sobre
expresado circulante en pacientes con cancer de prostata , sin embargo el presente
estudio tiene una poblacion mayor (n=38 casos) comparado contra otros estudios
(n=11) lo que le confiere un mayor poder estadistico a los analisis, otra caracteristica
del presente estudio es la cohorte de caos, la cual puede estratificarse tanto por
etapa clinica del cancer, comoen el desarrollo de la enermedad (CaP y CaPRC), en
los estudios anteriores solo han estratificado a los casos como cancer localizado y
cancer metastatico. Un elemento importante en el desarrollo de estudios de
expresion de miRNAs circulantes es el método de normalizacion, en el estudio de
Bryant et al, 2012 se cre6 una curva estandar para cada ensayo, por lo que su
observacion de sobreexpresion es en numero de copias del miR-107, tambien
utilizaron el método de spike in en otros ensayos (Lodes et al, 2009 y Mihelich et al,
2015) se realizaron micro arreglos o la normalizacion con RNU-6, al respecto
nuestro estudio fué normalizado con miR-21, el cual ha sido reportado como estable
en su forma circulante (Solayman et al, 2015), sin embargo vale la pena evaluar cual
seria el mejor método para normalizar, a un tejido que recoge metabolitos y algunos
desechos celulares como el la sangre y sus componentes (suero o plasma), o incluso
los exosomas y micro vesiculas, las cuales son elegidas por otros investigadores

para recolectar los miRNAs.

Sobre el poder diagndstico del miR-107 en comparacién con la prueba de PSA, se
encontré una mejoar area bajo la curva tomando en cuenta a la poblacion total,
estudios como (Thompson, et al. 2005) mejora su poder predictivo cuando se aplica
a pacientes con CaP avanzado (en relacién a la puntuacion de Gleason), sin pero
aun asi el miR-107 tiene un mejor poder predictivo (basandose en el area bajo la
curva), estudios como el ublicado por Janbaziroudsari et al. 2016 han demostrdo que
los niveles de PSA en suero no se encuentran asociados con los resultados de las
biopsias de tejido prostatico canceroso, algo que tambien se observa en nuestros

datos (tabla 3), la puntuacion de Gleason no esta asociada con la etapa clinica del
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cancer o el valor de TNM del mismo. Sin embargo el valor de la expresion del miR-
107 si se asocia con la etapa clinica del cancer y su desenlace. Lo que lo coloca
como un candidato a ser evaluado con otros disefios eperimentales como posible

biomarcador de seguimiento del tratamiento o evolucion del CaP.

El hecho de que el miR-107 se encuentre sobre expresado circulante en plasma en
los pacientes con CaP hace necesario confirmar su funcion en el CaP, del andlisis
bioinformarico se encontrdé su secuencia y varios posibles blancos dentro de las vias
de sefializacion relacionadas con el cancer. La via de PTEN-AKT ha sido sefialada
de interés en el desarrollo del CaP y su progresion a CaPRC (moulholland et al,
2006, Lin et al, 2015) debido a su relacion con la proliferacion, crecimiento, evasion
de la apoptosis y anguiogénesis sin embargo no habia sido comprobado que PTEN
como regulador de AKT fuera blanco del miR-107; se habian identificado al los miR-
19, 23, 26 y 92 como reguladores de PTEN, sin embargo ninguno de estos ha sido
reportado como sobreexpresados de forma circulante (Tian et al, 2013), lo que lo
pone bajo sospecha de ser responsible de regular de forma negativa aPTEN. Pten
puede seer un buen blanco para el miR-107 debido a que tiene tres posibles sitios de
union en su extremo 3'UTR, con un puntaje de union mayor a 100 cada uno, por lo
que se prevee que formen estructuras poco complejas en el momento del

apareamiento de secuencias.

La validacion del blaco con el ensayo de Iciferasa indica que PTEN si es blanco del
miR-107 por lo menos la regién de mejor puntuacion de unién, por lo que debera de
complementarse este ensayo con la evaluacion de los otros posibles sitios de unién y
posteriormente su combinacién. Ademas de probar diferentes lineas celulares de
prostata. Estudios como el de Vanacore et al, 2017 han concentrado a varios
MiRNAs que han sido identificados funcionales como onco-miRs o miRs-supresores

de tumores, en esta lista no figura el miR-107.

El ensayo de herida para evaluar el efecto sobre la migracién del miR-107 indica que
hay un pequeio efectosobre la misma, PTEN no se encuentra relacionado con la
migracion celular, sin embargo existen otros posibles blancos como se indico en la

tabla 7, el miR-107 tiene posibles blancos en vias de sefializacion de uniones
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adherentes, por lo que seria necesario validar alguno de esos posibles blancos a

través de un ensayo de luciferasa.

El andlisis bioinformatica indica que AKT3 es un posible blanco del miR-107, sin
embargo Lin et al, 2015 reportaron la sobre expresion de AKT3 en cpancer de
prostata, por lo que dificilmente pudiera ser un blanco y mantenerse sobreexpresado.
Su analisi por wewstern blot fue para evaluar si las posibles disminuciones en la
expresion de PTEN afectaria la relacion de fosforilacion de AKT, siendo que si AKT
se encuentra mayormente fosforilado sus funciones rio abajo se encontraran

mayormente activadas.

12.Conclusién

En el presente estudio se ha demostrado que los niveles séricos del miR-107 se
encuentran expresados con un nivel de cambio de 8.5 veces mas en los pacientes
con CaP que que en el grupo control, lo cual ya habia sdo reportado previamente por
otros investigadores, sin embargo al estratificar a los casos por etapa clinica del
cancer y por evolucién del mismo, se encuentra que la expresion es mayor en
promedio en aquellos pacientes que se encuentran en la etapa clinica IV y de igual
forma es elevada en aquellos pacientes que desarrollan cancer de préstata resistente
a la castracion, por lo que este miRNA pudiera ser probado de manera mas amplia
para como posible biomarcador de monitoreo de la evolucién del paciente, siendo
que con los datos recabados la expresion relativa del miRNA-107 se ha evaluado la
sensibilidad contra la especificidad del mismo, dejando como resultado prometedor

un area bajo la curva ROC de 85%.

El CaPRC es la principal causa de de desenlace fatal del CaP y hasta la fecha no se
han desarrollado muchos estudios que puedan diferenciar a pacientes que
desarrollaran la resistencia a la castracion, de manera que el miRNA 107 puede ser
estudiado con un mayor numero de pacientes que han sido diagnosticados como

resistentes al tratamiento de castracion (quimica o fisica).
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Las caracteristicas de los miRNAs circulantes como resistencia a la degradacion y la
facilidad relativa a ser analizados y cuantificados lo colocan como buen candidato a
biomarcador de seguimiento del CaP, por lo que se hace necesario realizar un

estudio longitudinal con pacientes recien diagnosticados en etapa clinica .

Por otro lado este miRNA también tiene una expresion diferencial en otros tipos de
cancer, lo que pone en duda la especificidad como biomarcador, al respecto la
funcién del miRNA en otros tipos de cancer es variable, puede funcionar como
mMiRNA protector de tumores o como proto-onco-miRNA, por lo que se hace
necesario evaluar su funcién en el cancer de préstata, para tal efecto el uso de los
programas bioinforméticos que predicen los posibles genes que regula de forma
posttranscripcional muestran que el miRNA-107 tiene mas de 1000 genes blanco,
pero solo unos cuantos se encuentran involucrados en los procesos moleculares que
se relacionan con las caracteristicas de las células cancerosas, dentro de estos
posibles blancos destaca la via de sefializacion PIP3-AKT, en donde se muestra
como posible blanco el gen PTEN, el cual es un regulador negativo del a via PIP3-
AKT controlando a AKT al desfosforilarla, 1o que dejaria a AKT de manera funcional
de forma desregulada facilitando los proceso moleculares rio abajo, lo que le
permitiria a una célua evadir la apoptosis, y proliferar de forma incontrolada (Figura
21). Estas caracteristicas de evasion de la apoptosis, proliferacion celular y
angiogénesis son de las principales que se manifiestan en céancer que ha
desarrolladometastasis, en el caso del CaP el que se encuentra en la etapa clinica
IV, lo que concuerda con uno de nuestros resultados, en el que los casos al ser
estratificados por etapa clinica se observa que aquellos que se encuentran en la
etapa clinica IV tienen una expresion relativa del miRNA-107 promedio de 15.1 veces
el vaor de cambio, comparando con el andlisis de PSA, este tambien aumenta su
poder predictivo cuando se estratifica a la poblacion por etapa clinica, lo que hace
necesario evaluar de forma amplia el comportamiento del miRNA-107en una coorte

mas amplia.

El ensayo de luciferasa muesta que el miR-107 si tiene la capacidad de unirse por lo
menos a uno de los 3 posibles sitios predichos por el analisis bioinformatica (posicion

1070 — 1089 de la region 3'UTR del mensajero de PTEN), en este punto se hace
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recomendable disefiar experimentos que permitan evaluar a los 3 sitios juntos,
mutando cada uno y poder valorar con mejores argumentos la funcionalidad del miR-
107 sobre PTEN, asi mismo PTEN puede ser blanco de mas miRNAs, dentro de la
familia dl miRNA-107 el miRNA-103 que es un paralogo del miRNA-107 comparte la
misma region semilla, lo que tambien lo coloca como candidato a ser evaluado como

agente de control postranscripcional del gen PTEN.

Si bien los ensayos complementarios de inmunodeteccion de la proteina PTEN
confirman un efecto de silenciamiento este parece no ser tan poderoso, cabe
recordar en este punto que PTEN no es el Unico blanco disponible, PTEN puede
hacer blanco en otras proteinas, asi mismo el mRNA de PTEN puede ser silenciado
por otros miRNAs. El ensayo de funcionalidad evalla la capacidad de invasion de las
células, una caracteristica relacionada con la sobrevivencia de la célula y su

proliferacion.

Los resultados de la presente investigacion indica que el miR-107 en cancer de
prostata tiene una funcién de proto-onco-miR, y su expresion relativa tanto en tejido
como circulante le confiere ventajas (estabilidad y facilidad de analisis) buscadas en
los biomarcadores, llamando fuertemente la atencién en su capacidad para identificar
a aquellos pacientes que desarrollan cancer de prostata resistente a la castracion.
Sobre la funciéon del miRNA-107 tanto molecular como sobre el fenotipo celular se
observan efectos que confirman que estees un proto-onco-miR. Debido a que tiene
efecto sobre el fenotipo de proliferacion e invasion, se hace necesario realizar mas
pruebas con otra linea celular de préstata no cancerosa, en el presente estudio PC3
fue elegida por tener caraceristias compartidas con el CaPRC, sin embargo se sabe
que esta linea celular es altamente proliferativa e invasiva, sin mbargo los ensatos si

muestran que cotransfectar el pre-miRNA-107 incrementa estas caracteristicas.

La especificidad del miR-107 en cancer de prostata debera de seer evaluada, ya que
se ha demostrado que este se encuentra sobre expresado en otros tipos de cancer,
sin embargo ningun diagndéstico se basa solo en la evaluiaciéon de biomarcadores,
todo diagnéstco comienza con la osccultacion medica con el subsecuente

interrogatorio y evaluaciéon de sintomas y signos, por lo que se pueden descartar

87



otros tipos de cancer como el pulmonar, estomacal, de colon y de pancreas canceres

en donde se ha reportado la sobreexpresion del miR-107.

Sobre la hipétesis que dio inicio a la presente investigacion “El miR-107 se encuentra
asociado al cancer de prostata al participar en alguna de las vias de sefalizacion del
cancer y podria ser utilizado como posible biomarcador al asociarse a el grado de
malignidad del cancer de préstata”

Se tiene suficiente evidencia para aprobar la hipétesis ya que el miRNA-107 si se
encuentra participando en vias de sefializacion del cancer, se demostré que puede
regular post-transcripcionalmente a PTEN, y que este regula la via de sefalizacion
PIP3-AKT, la cual es fndamental en la proliferacion celular, evasion de la apoptésis,
angiogénesis, se mostré evidencia que indica que el miRNA-107 se encuentra
mayomente sobreexpresado en la etapa clinica IV del cancer de prostata y en
pacientes que desarrollaron CaPRC, y tambien se encotré evidencia de que una
mayor expresion en lineas celulares de préstata, altera el fenotipo celular

incrementando la proliferacion e invasion de las mismas.
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Figura 21.- Via de sefalizacion PIP3 — AKT.

Regulador principal de procesos de proliferacion, organizacion del ciclo celular y

sobrevivencia de la célula.
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13.Perspectivas de la investigacion

Esta investigacion puede continuar por diferentes caminos y resolver nuevas
preguntas que surgieron durante el desarrollo de la misma, estas son, conocer si la
expresion del miR-107 es constante o variable durante el desarrollo del cancer de
prostata, lo que requiere cambiar el modelo de investigaciébn a uno longitudinal

prospectivo.

Evaluar otros sitios de union en PTEN, realizar los ensayos en lineas celulares de
préstata no cancerosas, o0 probar aproximaciones indirectas como el uso de esponjas

en lineas celulares cancerosas.

También se hace necesario que se evalue la expresion del miR-107 en sujetos sanos
a lo largo del desarrollo, asi como su expresion relativa en otros padecimientos en el

género femenino.

Por otro lado sobre el cancer de préstata, se hace necesario incrementar el nUmero
de muestras a evaluar con diferentes tratamiento y de otras instituciones de salud,
asi como el uso de otras tecnologias de andlisis como la ddPCR (PCR digital) que

puede arrojar los resultados analiticos en unidades no relativas.
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