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RESUMEN

El cancer de prostata (CaP) es el segundo cancer mas frecuentemente diagnosticado a
nivel mundial en varones, mostrando resistencia a las terapias convencionales y
recurrencia, lo que se ha asociado con altas tasas de metastasis. Se han identificado a las
cancer stem cell (CSC), dado su capacidad de autorrenovacién y diferenciacion a otros
tipos celulares como las responsables de estos fendbmenos, sin embargo, esto ain no han
sido del todo caracterizado. Por otro lado, se ha establecido una relacion entre algunas
caracteristicas fenotipicas de las CSCs, con uno de los factores de transcripcién canonicos
de la transicién epitelio mesénquima (EMT), ZEBL1 en el CaP.

La hipotesis de esta tesis es: el factor de transcripcion ZEB1 induce el fenotipo de CSC
en la linea celular DU145 de CaP. Para comprobar esta hipotesis se evalud la expresion de
marcadores candnicos del fenotipo CSC (KLF4, SOX2, CD44 y CD133), a través de RT-
gPCR, western-blot e inmunocitoquimica, en la linea celular DU145 de CaP, con expresion
y silenciamiento del factor de transcripcion ZEB1. Ademas, se caracterizé el fenotipo
funcional de las CSCs en cuanto a su capacidad de clonogenicidad y formacién de
prostatoesferas.

Entre los resultados encontrados, se observé en células silenciadas para el gen ZEB1, una
disminucion de la expresion de marcadores del fenotipo CSCs CD44 y CD133 y también
una disminucion en la expresion del gen de pluripotencia Sox2, en comparacion a células
no silenciadas. Por otro lado, en cuanto a la capacidad de autorrenovacion, se observo una

menor capacidad de formar prostatoesferas y una menor capacidad de generar colonias, en
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células silenciadas para ZEB1.

Las caracteristicas de fenotipo CSCs estdn asociadas a la expresion del factor
transcripcional ZEB1 en la linea celular DU145. ZEB1 podria estar asociado a malignidad
y resistencia del CaP, por lo que potencialmente seria un factor clave para erradicar las

CSCs y con ello mejorar el prondstico de esta enfermedad.



ABSTRACT

Prostate Cancer (PCa) is the second most diagnosed cancer in men worldwide. Advanced
PCa shows resistance to conventional therapies and high recurrence, which is associated
with high rates of metastasis. Cancer stem cells (CSCs) has been suggested as the main
responsible for these phenomena, given their capacity for self-renewal and differentiation to
other cellular types. Recently, it has been observed a correlation between ZEB1 expression,
which is one of the canonical transcription factors of the epithelial-mesenchymal transition,
and some phenotypic characteristics of the CSCs. However, this has not been fully
characterized.

In our hypothesis, the transcription factor ZEB1 induces the CSCs phenotype in PCa cell
line. To test this hypothesis, CSCs canonical markers were evaluated (KLF4, SOX2, CD44
y CD133), through RT-gPCR, western-blot and immunocytochemistry, in a PCa cell line
(DU145), with expression and silencing of ZEBL1. In addition, the functional phenotype of
CSCs was characterized by their capacity for clonogenicity and prostatospheres formation.
In this work we found that, in cells silenced for ZEB1, the expression of CSC phenotype
markers was decreased. We observed a decrease in the expression of CD44 and CD133, as
well as in the pluripotency gene Sox2, in comparison to non-silenced cells. On the other
hand, regarding the capacity of self-renewal, in cells silenced for ZEB1, we observed a
lower ability to form prostatospheres and a lower capacity to generate colonies.

In conclusion, CSCs phenotype is associated with the expression of the transcription factor
ZEB1 in DU145 cell lines. Because ZEBL is associated with malignancy and therapy
resistance, and also with the CSC phenotype in PCa, ZEB1 could be a key factor to

eradicate CSCs and therefore improve the prognosis of this disease.
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1 INTRODUCCION
1.1- La prostata

La prostata es una glandula exocrina perteneciente al sistema reproductor masculino. Su
funcién principal es producir aproximadamente el 30% del liquido seminal, favoreciendo la
motilidad y nutricion de los espermatozoides 1.

En la préstata anatdmicamente se pueden distinguir 4 zonas: periférica o externa, central o
transicional, periuretral y anterior.2-3. Histologicamente la prostata presenta acinos y ductos
de tamarfios variables alineados en una doble capa de células epiteliales donde se encuentra
la capa luminal, que aporta los nutrientes y la capa de células basales que actian como
reserva para el recambio de las células secretoras. Ademas, una pequefia proporcién de
células neuroendocrinas 2. Las células luminales son las mas diferenciadas en el epitelio
prostatico, expresando altos niveles del receptor de andrégeno (AR) Yy citoqueratinas de
bajo peso molecular como CK8 y CK18 3, secretan antigeno prostatico especifico (PSA) y
también fosfatasa acida prostatica (PAP) es por lo anterior que las células luminales son las
células principales de la prostata y dependen de andrégenos a diferencia de las células
basales las cuales no expresan AR, siendo independientes a la accion de andrégenos y
bastante indiferenciadas * expresando a su vez citoqueratinas de alto peso molecular como
CK5 y CK143, Las células neuroendocrinas estan distribuidas en la glandula prostatica en
todas las areas anatdmicas y constituyen menos del 1% del epitelio prostatico > (Figura 1).
Adicionalmente a ellas hay un pequefio grupo de células intermedias que expresan ambos
marcadores tanto de células basales como de células luminales, las llamadas “células
amplificadoras transitorias”, las que podrian provenir de células basales que se encaminan
hacia la diferenciacion de células luminales. Un pequefio nimero de células entre la

poblacion de células basales, han sido reconocidas como células troncales (Stem Cell, SC)
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de préstata tanto en ratones como en humanos®.

secretory cells

B

secretory duct

EPITHELIUM

STROMA

ductal lumen

Figura 1: Arquitectura de la prostata humana: A.

——— Neuroendocrine Cell
B.3
Luminal Layer B.1

Organizacién de la estructura de la glandula

prostatica. B. Epitelio prostatico: B.1Células cilindricas luminales o secretoras, diferenciadas. B.2 Células

cubicas basales, indiferenciadas. B.3Ceélulas neuroendocrinas.
A: Modificado de Collins A.T &Mitland M.J. 2006. Europan of journal of Cancer
B: Modificado de: Oldridge E.E; et al. 2012. Molecular and Cellula Endocrinology.

Las SC son células inmaduras caracterizadas por una alta capacidad de autorrenovacion y

potencial para diferenciarse hacia células especializadas segun el tejido al que pertenezcan

7. La division de las SC puede ser asimétrica, en donde se generara una célula hija con

idénticas caracteristicas a la célula madre y otra que sera algo mas diferenciada; o bien, una

division simétrica generando dos células hijas idénticas a la célula madre. De esta manera

la poblacién de SC en el érgano se mantiene mas o menos constante .

Las principales patologias que pueden afectar a la glandula prostatica son, prostatitis

(infeccion a la préstata), hiperplasia prostatica benigna (HPB) y cancer prostatico (CaP).
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1.2- Cancer de Prostata

El CaP se presenta generalmente en hombres sobre los 50 afios, es reconocido
actualmente a nivel mundial como un problema de salud publica tanto por su importancia
como causa de muerte como también por el aumento en su incidencia *. Este cancer ha
sido descrito en el 70% de las autopsias realizadas en hombres sobre los 80 afos
apreciandose una incidencia histolégica mayor a la incidencia clinica . El CaP es el
segundo tipo de céncer mas diagnosticado en hombres a nivel mundial y el sexto
mortalidad por cancer en varones 4. En Chile la mortalidad ha aumentado progresivamente
Ilegando a 23 por 100.000 hombres en 2015 constituyendo la segunda causa de muerte por
cancer en los varones, reportandose 2045 muertes al afio °. La mortalidad esta asociada
principalmente a la edad del diagnostico, grado de diferenciacion del cancer # , metéstasis y
resistencia a terapia hormonal, siendo las altas tasas de metéstasis y altos indices de
recurrencia los mayores desafios en el CaP 9, sin embargo en las Gltimas décadas, se han
incrementado los programas de monitoreo lo que ha favorecido el diagndéstico temprano y
con ello las terapias con fines curativos, siendo la edad media de deteccion de cancer de
prostata alrededor de los 70 afios °. El 95% de los CaP son adenocarcinomas y los factores
de riesgo asociados a éste son la edad, antecedentes familiares, asi como también factores
ambientales °. Esta patologia se desarrolla desde una neoplasia intraepitelial a un carcinoma
localmente invasivo, luego cancer metastizado, para terminar como un cancer refractario a
la terapia hormonal, conocido como cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC) #'.
En estados tempranos de la enfermedad, el CaP puede ser tratado exitosamente mediante
cirugia y radioterapia, sin embargo pacientes en estados avanzados de la enfermedad en

tratamiento hormonal, radioterapia o0 quimioterapia recidiva en un alto porcentaje,
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generando un fenotipo invasivo llegando a metéstasis en hueso, generalmente incurable %70,
De acuerdo a lo anteriormente sefialado hay dos tipos de células que podrian originar el
CaP, especificamente a partir de células basales o células luminales, lo cual hasta ahora se
ha mantenido en constante debate. Las células del CaP usualmente presentan un fenotipo de
célula luminal o epitelial pero no terminan en una diferenciacion de célula luminal
propiamente tal, estas células cancerosas tienen ilimitada capacidad de reproducirse
asemejandose mas en este punto a las células prostaticas basales . Ademas, son las
celulas con caracteristicas de troncalidad, las que sobreviven a la deprivacion de
androgenos, dado que no presentan expresion de este receptor y poseen potencial de células
iniciadoras de tumor, ambas caracteristicas también presentes en células basales de la

glandula #° (Figura 2).

Basal Layer Luminal Layer
St Transit Committed Secretory
@ Amplifying Basal Luminal
.\h———ﬂ? ‘__7===-% &‘ — 7 — 3
(S -9,2 S ~
w ® &
Prgﬂg‘,:':ng Committed to S
Differentiation Sensitive to androgens
Quiescent Insensitive to androgens

Terminally Differentiated

Figura 2: Jerarquia Celular en el epitelio prostatico. Células troncales, mayormente quiescentes, las
cuales generan células de amplificacion transciente, proliferando rapidamente, manteniendo la
capacidad multipotente, con compromiso hacia la diferenciacion, formando células basales, las que
llegan a un estado de diferenciacidn final, generando células secretoras o luminales.

Modificado de: Oldridge E.E, et al. 2012. Molecular and Cellular Endocrinology.
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En el CaP se han identificado pequefias sub-poblaciones de células malignas con
propiedades de SC. Estas células reciben el nombre de Cancer Stem Cells, (CSCs) L. Se
describe que las CSCs en prostata podrian derivar desde células troncales normales con
cierto grado de transformacion maligna perfectamente desde la porcién basal de la glandula
0 asi como también, por reprogramacion genética desde células diferenciadas, que
modifican su perfil de expresion de genes adquiriendo un nuevo fenotipo, lo que se conoce

como el fendmeno de transicion epitelio mesénquima (EMT) 16174 (Figura 3).

A B
Mature cells with | a [ | . 47 Benign cancer
no proliferative y O cells with no
potential , ) tumour-initiating
’ = - » . ability
Progenitor cell DI 4 A 4 Progenitor cell
with limited with limited
proliferative proliferative
potential potential
i W
Self-renewal | @ Mutagenesis @ ‘ Self-renewal
Rare cells: 0.1% of . Rare cells: 0.1% of
epithelial population in Normal adult Malignant cancer 4, population
stem cell stem cell

prostate

Figura 3: Modelo de renovacion celular a partir de SC: A. Origen de células diferenciadas en prostata,
a partir SC. B. Origen de células cancerosas en préstata, a partir de SC o de célula diferenciada.
Modificado de Collins A.T & Mitland M.J. 2006.Europan of journal of Cancer.

EMT: Transicion epitelio mesénquima.
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1.3- Cancer Stem Cells

De acuerdo a la Sociedad Americana del Cancer una CSC es aquella que dentro del
tumor posee capacidad de autoperpetuarse a traves de la autorrenovacion y de generar
linajes celulares heterogéneos 2-13, asi como también, pueden diferenciarse generando
células de distintos tipos de tejido 3. En asociacion a lo anterior se describe que SC
localizadas en el compartimiento basal de la prostata asi como CSCs poseen funciones
similares, tales como autorrenovacion y su capacidad de pluripotencia. La autorrenovacion
es crucial para la funcién de una célula troncal, dado que es requerida para mantenerse por
largo tiempo en un animal . Ademas, ambos tipos celulares expresan moléculas claves
que normalmente regulan la sobrevida y la autorrenovacion como p63, Bcl-2; aunque las
CSCs no necesariamente provienen desde las SC "°. Otras caracteristicas que son
compartidas por ambos tipos celulares (SC y CSCs) corresponden a una vida longeva,
ciclos celulares de corta duracion y estados indiferenciados, lo que podria generar una
enorme cantidad de células progenitoras indiferenciadas .

Estas CSCs poseen la capacidad de extender la poblacién de células tumorales en el
organismo, y mas aun, convertirse en otros tipos de células cancerosas constituyendo parte
importante del desarrollo y la expansion del tumor . La proporcion de CSCs en un tumor
es variable dependiendo del tipo de tumor. Sin embargo, se ha descrito que la proporcion de
ellas podrian tener un significado importante al momento de predecir el pronéstico de la
enfermedad .

Estudios en cancer de cabeza y cuello han descrito ademéas a las CSCs como celulas
iniciadoras de tumor ya que tienen la capacidad de generar un tumor nuevo en 6rganos
distantes en un ambiente celular apropiado y también contribuyen con las caracteristicas de

malignidad tumoral como son la radioresistencia, progresion y recurrencia del cancer luego
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de la terapia convencional 8.

Se describe que las CSCs exhiben una activacion preferencial de la maquinaria de
reparacion del DNA dafiado, lo que podria contribuir con el fendmeno de quimioresistencia
asociado a estas células ™.

Como caracteristicas propias de las CSCs ademas de las mencionadas con anterioridad, se
puede sefialar la elevada expresion de bombas proteicas en su membrana plasmatica, que
permiten aumentar la movilizacion de drogas hacia el ambiente extracelular, un perfil de
expresion de microRNA distinto al de una célula normal, asi como también, la sobrevida de
estas células en un ambiente de hipoxia y acidosis ™.

Una de las principales propiedades usadas para aislar CSCs es la capacidad que tienen de
formar esferas en condiciones de cultivo no adherente *°, para lo cual, la combinacion de
multiples marcadores moleculares celulares ha facilitado ademas la posibilidad de aislar
CSCs prostaticas. Poblaciones celulares CD44*, CD133" y a2p1", poseen una elevada
capacidad de autorrenovacion y ademas podrian regenerar poblaciones celulares
fenotipicamente mezcladas, diferenciadas e indiferenciadas ™.

Varios autores han caracterizado el perfil fenotipico de una CSCs de prostata lo que ha
permitido diferenciar las CSCs de prostata de otras células tumorales. Se han evaluado
marcadores de superficie celular, los mas importantes son CD24, CD44, CD133, CD166 y
azPr 202122 La expresion de los marcadores de superficie mencionados con anterioridad,
brindan un fenotipo de pluripotencialidad, el cual se caracteriza por la habilidad de formar
esferoides, prostatoesferas en el caso del CaP 2 lo que ha sido asociado directa e
indirectamente con la expresion de ciertos factores de transcripcién conocidos como genes

de pluripotencia, entre ellos podemos mencionar: OCT-2, NANONG, SOX2, KLF4 “.
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SOX2, se expresa durante el desarrollo embrionario del tejido prostatico y en menor
proporciéon en células basales de tejido prostatico adulto, lo que no ocurre en células
luminales de la glandula ?*. Este es un oncogén y regulador fundamental de la sobrevida y
pluripotencialidad de células troncales, promoviendo un fenotipo tumoral méas agresivo en
las CSCs 2526,

KLF4, es un factor de transcripcién codificado por el gen Kfl4, presenta funciones
esenciales en la proliferacion, diferenciacion y reprogramacion de células troncales 2. Este
gen puede inducir o reprimir la expresion de ciertos genes segun el contexto celular,
fisiologicamente se describe que puede actuar como un gen supresor de tumores 0 como un
oncogén 8. Ha sido descrito especificamente en células de hiperplasia prostatica benigna,
asi como también en células de CaP, estableciéndose una correlacion entre la expresion de
este con malignidad celular .

CD44 es una glicoproteina de transmembrana, que funciona como receptor de superficie,
en la membrana plasmatica, involucrado en la interaccion célula-célula, adhesion,
migracion celular y proliferacion, fendmenos elementales involucrados en la metastasis
tumoral. Ha sido descrita en diferentes tipos de tumores *°. Se describe ademas que células
CD44", tienen la capacidad de iniciar la formacién de prostatoesferas en series de pasajes, y
ademas pueden ser inyectadas en un animal y dar origen al crecimiento de un tumor,
sugiriendo con esto una alta habilidad de autorrenovacion ">

CD133 llamada tambiéen prominina-1, ha sido descrita en células troncales embrionarias,
asi como también en células madres hematopoyéticas, su funcion es a nivel de la membrana
plasmatica, organizandola y manteniendo una adecuada distribucion lipidica, siendo un
reconocido marcador de células pluripotentes *°. Células de prostata CD133*, muestran

caracteristicas de células troncales tales como la habilidad de generar esferas en cultivos en
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condiciones no adherentes y el desarrollo de tumores en ratones inmunocomprometidos °.

Terapias actuales basadas en quimioterapia o radioterapia fallan al eliminar las CSCs
prostaticas, siendo estas células, la mayor complicacion para lograr la mejoria de la
enfermedad. Es necesario por tanto desarrollar terapias dirigidas contra las CSCs
prostaticas y la progenie de estas células que presenten un crecimiento répido,
incrementando asi la eficiencia de la terapia y previniendo la recurrencia del tumor ™

(Figura 4).

CSC, representan el 0.1%
de la masa tumoral

Terapia deprivacion de Androgenos Figura 4: Heterogeneidad celular en un tumor:

Radioterapia . L ]
— @ Mecanismos de erradicaciéon de las células

I
o ) tumorales, si las CSCs no son eliminadas, habra
Quimioterapia L o . ]
Inmunoterapia Recidiva recidiva del tumor. Modificado de Collins AT &
Terapia Génica tumoral

Mitland M.J. 2006. Europan of journal of Cancer

1.4- Transicion epitelio mesénquima (EMT)

El céncer es descrito como un multiproceso, en donde las células adquieren
caracteristicas de malignidad que aseguran su sobrevida, proliferacion y por lo tanto
crecimiento del tumor #7. Células cancerosas en un tumor sélido, pueden despegarse desde
la masa principal e invadir el estroma adyacente, entrar a circulacion y eventualmente
colonizar otros 6rganos distantes. En la mayoria de los casos, células cancerosas invasivas
pierden su polaridad celular y las moléculas de adhesion intercelular adquiriendo un
fenotipo mavil, como parte del fenémeno conocido como EMT #'.

Los mecanismos moleculares y genéticos asociadas a las altas metastasis en el CaP no
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estan del todo dilucidadas, pero se describen modificaciones genémicas y fenotipicas en las
células malignas como una de las causas importantes 2°.

La EMT es un programa que convierte células epiteliales adherentes en células
migratorias individuales (Figura 5), generando un fenotipo mesenquimal maligno *°. Un
marcador clasico de EMT es la molécula de adhesion E-cadherina, la cual pierde su funcién
durante la EMT #'. Controles epigenéticos, transcripcionales y a nivel de la traduccion,
pueden modular su expresion. Algunos de los factores de transcripcion que regulan
directamente la expresion de E-cadherina mediante su union al promotor de esta, son la
familia de ZEB, TWIST y SNAIL. Estos factores de transcripcion, fueron identificados
como reguladores del desarrollo embrionario y la diferenciacion celular y han sido
reconocidos con un rol en la progresion del cancer 4"*%°. Una disminuida expresion de E-
cadherina es solo el paso critico inicial para el fenémeno de EMT, no solo por la disrupcion
de las uniones adherentes entre células, sino que ademaés, la perdida de E-cadherina
refuerza la induccion de EMT, mediante el estimulo de la expresion de ZEB1 y TWIST, en
un sistema de regulacion cruzada de genes (feed-forward loop), no solo reprimiendo E-
cadherina, sino que también, reprimiendo otros genes epiteliales y activando una gran
cantidad de genes mesenquimales '

Entre otros genes epiteliales involucrados en EMT podemos mencionar la disminucion de
proteinas involucradas en uniones adherentes y uniones comunicantes entre células como
desmosomas, citoqueratinas etc.*”**%°, En paralelo hay una induccién de la expresion de
marcadores mesenquimales como N-cadherina, reorganizacion de proteinas del
citoesqueleto, expresando mayormente vimentina y sintesis de componentes de matriz
extracelular como metaloproteinasas °*°. La expresion de estos marcadores de EMT por el

tumor primario, se correlaciona con una exacerbada capacidad invasiva y un pronostico
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clinico poco favorable.

Muchas sefiales que desencadenan EMT durante la embriogénesis, son ademas activadas
en el proceso del cancer, dentro de estas sefiales podemos mencionar estimulos endocrinos
tales como TGFB-FGF-EGF-IGF-HGF-PDGF-estrégenos, y también paracrinos mediante
citoquinas pro-inflamatorias, activacion de algunas vias de sefializacion como la de las
proteinas WNT vy la proteina SHH e incluso un ambiente de hipoxia, estarian involucradas
en la EMT durante la progresion del cancer *°. Estos factores de crecimiento, agentes pro-
inflamatorios, en conjunto con un importante nimero de microRNA, convergen en la
induccién de factores de transcripcién vinculados con EMT, los cuales mencionamos con
anterioridad. Algunas de las sefiales que gatillan EMT, reprimen o activan la expresion de
los microRNA, los cuales también participan en la invasion y metéstasis del tumor, por
modulacion directa de la expresion de estos factores de transcripcion y /o por regulacion de
la expresién de E-cadherina, asi como también, regulando la expresion de GTP asas 0
receptores de matriz extracelular 2.

Células cancerosas del propio tumor que han enfrentado el fendmeno de EMT, secretan
citoquinas y proteasas que promueven la angiogénesis, remodelan la matriz extracelular y
activan células no neoplésicas del estroma. De esta manera células del estroma liberan
factores que refuerzan la EMT en células cancerosas promueven la sobrevida, crecimiento e
invasividad, creando una influencia reciproca entre el tumor y su microambiente °2-%3
induciendo y manteniendo el estado mesenquimal, para lo cual se requiere cooperacion,
entre muchas rutas de sefializacion, siendo esto posible, a través de un loop autocrino de

regulacion >4,
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1.5- EMT vy fenotipo CSCs.

EMT no solo le brinda habilidades migratorias a las células, sino que también participa
en la adquisicién del fenotipo troncal en estas células cancerosas dado que muchas de las
sefiales que controlan la homeostasis normal de las células troncales, son inductores de
EMT vy pareciera que ademas contribuyen a la generacion y mantencion de las CSCs,
regulando la expresion de marcadores celulares asociados con troncalidad y pluripotencia,
vinculadndose por lo tanto con células iniciadoras de tumor, programas que inhiben la
apoptosis y senescencia, favoreciendo la quimioresistencia de estas, asi como también
promoviendo la angiogénesis del tumor #’. En el articulo desarrollado por Brabletz y
colaboradores *° se propone un modelo de progresion tumoral, en donde solo las células
cancerosas de la interfaz del tumor bajo el proceso de EMT, podrian adquirir caracteristicas
mesenquimales y de troncalidad, presentando capacidad migratoria y de autorrenovacion °°.

En céncer de pulmon se ha descrito que la EMT se desarrolla dado un aumento en la
expresion de genes de troncalidad presentes también en células embrionarias como OCT4 y
NANONG, correlacionandose a su vez con altas tasas de metastasis 8. Por otra parte, se ha
descrito también a la EMT asociada a factores de transcripcion de pluripotencialidad en
células de cancer de mama *8, dentro de ellos se ha mencionado a ZEB1 y SOX2. Como en
la embriogénesis, la EMT ocurre durante el cancer como un proceso reversible.

En los sitios de metéstasis, cambios epigenéticos y la ausencia de sefiales inductoras de
EMT en el ambiente, llevan a una disminuida expresion de factores de transcripcion de
EMT, llevando a las células cancerosas a recuperar las caracteristicas epiteliales del tumor
primario, fendmeno conocido como Transicion mesénquima epitelio (MET), sin embargo,
estas células mantendrian la capacidad de pluripotencia y autorrenovacion, generando un

tumor secundario en el nicho colonizado *-°8 (Figura 6) .
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Figura 6: Esquema de transicion epitelio mesénquima (EMT) y transicién mesenquima epitelio
(MET):A. Agentes inductores y Genes involucrados en la reprogramacion de las células tumorales,
las cuales adquieren capacidad migratoria y lo que les permite colonizar tejidos. B. Diagrama del
orden secuencial de los fendbmenos involucrados para un proceso metastasico eficiente.

Modificado: Fabregat. I, et al. 2016. Journal of Clinical Medicine



1.6- EMT y Factor de transcripcion ZEB1

La familia de los factores de transcripcion ZEB esté constituida por dos miembros: ZEB1
y ZEB2. Estos son descritos como proteinas en dedos de zinc, los cuales presentan
multiples e independientes dominios que interactian con otros factores de transcripcion,
involucrados en la regulacion de un gran numero de procesos fisioldgicos y patoldgicos,
interviniendo en la migracion celular durante el desarrollo embrionario. En relacion al
cancer, se han visto involucrados en el proceso de desarrollo tumoral, invasividad,
metastasis y resistencia a quimioterapia 3!. La progresion del tumor esta relacionada con la
capacidad de ZEBL1 de reprimir E-cadherina, favoreciendo el fenotipo de SC incrementando
la resistencia a la apoptosis. Ademas, las células con expresion de ZEB1, son dotadas de
una mayor movilidad y capacidad de autorrenovacion 2. La sobreexpresion de ZEB1
induce la EMT, no solo reprimiendo E-cadherina sino también, P-cadherina y R-cadherina
asociados con la polaridad celular, lo mismo ocurre con algunos componentes de uniones
ocluyentes, comunicantes y desmosomas .También activaria genes mesenquimales tales
como vimentina y N-cadherina.

ZEB1 ademas se asocia con la modulacion de genes en la membrana basal, cuya
disrupcion es un factor clave en la invasividad de células cancerosas, permitiéndoles
penetrar hacia el estroma celular y eventualmente migrar via torrente sanguineo 3! (Figura

7).
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Figura 7: Representacion esquematica de la evolucion de un carcinoma in situ hacia un carcinoma
invasivo. Invasién de células cancerosas hacia el estroma celular. Expresién de ZEB1 por células
epiteliales, lo que no es comun en estado de normalidad, sin embargo, se expresa durante la EMT en
células migratorias y CSCs. ZEB1 ademas regula la expresion de componentes de la membrana basal,
cuya ruptura, es requerida para que las células cancerosas invadan el estroma.

Sanchez-Tillo E, et al. 2011. American Journal of Cancer Research

En trabajos realizados en nuestro laboratorio por Orellana-Serradel et al, 2018, se
determinG los niveles de mRNA de ZEB1 en cuatro lineas celulares distintas de cancer de
prostata (PC3, LNCaP, DU145 y 22Rv1) vy una linea epitelial no tumoral de préstata
(RWPE-1) que fue utilizada como control, determindndose que la linea celular Dul45, es
la que presenta los mayores niveles de ZEB1 en relacion al control epitelial % siendo una

adecuada linea celular para silenciar el gen (Figura 8).
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Figura 8: Expresion ZEB1 en lineas celulares de CaP. Analisis cuantitativo de la
expresién diferencial de proteina de ZEB1. (Orellana-Serradel, et al. 2018. Asian Journal

of Andrology)

Los represores transcripcionales de la familia SNAIL y SLUG, al igual que otros factores
como los de la familia de TWIST ocupan una posicion central en el desarrollo de la EMT,
inhibiendo la expresion de E-cadherina mediante la induccién de ZEB1, en condiciones
fisioldgicas y patoldgicas, ademas de estar involucrados en la resistencia a la apoptosis y
por lo tanto promoviendo la supervivencia de tumores 2. El trabajo realizado por Sanchez-
Tillo et al, 2012 ® sefiala, que la familia de ZEB se encontraria regulada directamente por
las moléculas que interactian con la EMT, SNAIL y TWIST especificamente % (Figura
9A). SNAIL incrementa ZEB1, a través de mecanismos pre y post transcripcionales.
SNAIL1 ademés aumenta la estabilidad de TWIST, el cual gatilla la activacion del
promotor de ZEB1 ®’. Adicionalmente SNAIL reprime a MicroRNA-200, lo que favorece
la expresion de ZEBL, estabiliza la proteina de ZEB1 como tal y favorece la activacién del

promotor de ZEB ¢ (Figura 9B).
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Figura 9: Diagrama de moléculas involucradas en EMT: A Regulacion cruzada entre factores de
transcripcion involucrados en EMT, lineas discontinuas, expresan relacion distinta segun el tipo de
tumor. B Relacién entre microRNA y factores de transcripcidn involucrados en la regulacion de EMT.
EMT: Transicion epitelio mesénquima.

Modificado de: Sanchez-Tillo. E, et al. 2012. Cellular and molecular LifeScience.
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Se describe una relacion cruzada entre moléculas de sefializacion, las cuales resultan en la
expresion o silenciamiento de los factores de transcripcion mencionados. La expresion y
redundancia entre los factores de transcripcion asociados a la EMT, sugieren que su
especificidad podria ocurrir, tanto en un nivel espacial asi como también de acuerdo al
momento de la EMT, en donde SNAIL es necesario para iniciar el proceso y
subsecuentemente TWIST y ZEB lo consolidarian #'.

En la mayoria de los tipos celulares el factor de crecimiento TGF-f induce la expresion de
ZEB1 durante el desarrollo, proliferacion y diferenciacion celular. ZEB1 y ZEB2 son
inducidos también por HIF-1a en condiciones de hipoxia e igualmente a través de
citoquinas inflamatorias y activacion mediada por ligando como FGF-IGF-1, PDGRF *°. A
su vez también, ZEB1 puede ser activado frecuentemente mediante moléculas
intermediaras en rutas de sefializacion como por ejemplo: Ras, ERK2, Fral, NFkB, Wnt,
Notch y JAK/STATS3 entre otras ®%-%1, Sumado a lo anterior, la represion de la expresion de
ZEB1 es también controlada a nivel de su mRNA y post-traduccionalmente, mediante
distintos tipos de MicroRNAs 34,

Estudios mas recientes también han demostrado que ZEB juega un rol importante en la
formacion de nuevos vasos sanguineos, la vasculogénesis es un mecanismo que permite
suplir la nutricién del tumor. Se describe que las células del tumor que son capaces de
inducir vasculogénesis frecuentemente presentan un fenotipo de CSCs, expresando entre
otras moléculas CD133 asociado a la expresion de ZEB1 8.

Dado que ZEBL1 es un marcador del prondstico de la enfermedad, sobrevida del paciente y
respuesta a la terapia al igual que la presencia de CSCs, en conjunto con la informacion
presentada, el propdsito del presente proyecto fue evaluar si el factor de transcripcion ZEB1

induce el fenotipo cancer stem cell en una linea celular de CaP. Con esta informacion,
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tendremos mejores herramientas para poder diagnosticar y tratar de forma mas efectiva el

CaP apuntando a erradicar las CSCs y con ello mejorar el pronostico de esta enfermedad.
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2.- HIPOTESIS

El factor de transcripcion ZEB1 induce el fenotipo CSCs en una linea celular de CaP

3.- OBJETIVO GENERAL
Evaluar si el silenciamiento de ZEB1, induce una menor expresion de marcadores del

fenotipo CSC, en la linea celular DU145 de CaP.

4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Evaluar los marcadores de CSCs (KLF4, SOX2, CD44 y CD133), en la linea celular
DU145 de CaP con expresion y silenciamiento de ZEB1, mediante RT-gPCR, western-blot

e inmunocitoquimica.

2.- Caracterizar el fenotipo funcional de las CSCs, en la linea celular DU145 de CaP con

expresion y silenciamiento de ZEB1, mediante la formacion de prostatoesferas y su

capacidad clonogénica.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1-Cultivo Celular

Para dar curso a los objetivos descritos, se utilizé la linea celular derivada de metastasis de
CaP en cerebro, DU145 (ATCC, Cat: N° HTB-81) con y sin silenciamiento para ZEBL, las
cuales fueron cultivadas en condiciones adherentes, en trabajos previos en nuestro
laboratorio, con medio DMEM/F-12 (Gibco, Invitrogen) suplementado con suero bovino
fetal (FBS) (ScienCell) al 10%, al que se le adiciond ademas penicilina-streptomicina:
(Corning Inc), en una atmosfera de CO2 al 5% a 37°C.

a) Silenciamiento: En trabajos previos de nuestro laboratorio se realizé silenciamiento
estable de ZEB1 en las células DU145 de la siguiente manera: Fueron sembradas
10x10* células/pocillo, en placas de 6 pocillos, 24 horas antes de la transduccion.
Posteriormente para la transduccion se utilizd el vector (pLenti-U6-shRNA(h
ZEB1)-Rsv (RFP-Puro) para el silenciamiento de ZEB1 y se utilizé6 como control, el
mismo vector, pero con un shRNA contra una secuencia al azar, Lenti-U6-
shRNA(neg-control)-Rvs(RFP-Puro). Las transducciones se realizaron en presencia
de 6 ug/ul de polibreno y los vectores fueron obtenidos de Gen Target Inc. (USA,
San Diego, CA). Como resultado se obtuvieron células con ZEBL1 silenciado
(DU145 SH) y células control (DU145 SCR).

Evaluacidn del silenciamiento del gen Zeb1: Como parte del desarrollo de esta tesis,
se realizo seleccion celular utilizando 2.0 ug de puromicina (Sigma Aldrich) durante
3 dias. Para comprobar la eficacia de la transduccion en las células silenciadas, se
evaluaron niveles de expresion de mRNA de ZEB1 por RT-qPCR (partidores
utilizados en Tabla 1) y niveles proteicos de la misma molécula, mediante western

blot.
31



5.2- Evaluacion de marcadores de CSCs

-RT-qPCR

Se extrajo y purificé RNA total con Trizol (Invitrogen) y por medio de espectrofotometria
a 260/280 nm fue determinada la concentracion y pureza del RNA extraido. Luego a partir
del RNA, se obtuvo cDNA, utilizando el kit de sintesis de cDNA Affinity Script QPCR
(Agilent Technologies). EI PCR en tiempo real (QPCR) se realizd con el kit Brilliant 11
SYBR Green gPCR Master Mix (AgilentT echnologies) y para la obtencion de los
resultados, se usOG un termociclador en tiempo real (modelo Mx3000P, Stratagene)
aplicando el programa incorporado en el equipo (MxPro v2.0), que ademas permite el
analisis y cuantificacion de los datos obtenidos. Se evalud la expresion de los marcadores
de pluripotencia CD133 y CD44, los genes de troncalidad SOX2 y KLF4, usando los
primers descritos en la Tabla 1. Para normalizar los valores obtenidos se utiliz6 el gen de
expresion enddgena; pumilio.
Tabla 1: Secuencias de partidores para cada marcador

Marcador Secuencias

ZEB1 L: GCCTGG TGA TGC TGA AAG AG R: TTC ACA GTG GAG AGA AGC CA

CD44 L: GACAAG TTT TGG TGG CAG GT R:CAC GTG GAATAC ACC TGC CA

CD133 L: ACT CCC ATAAAG CTG GACCC R: TCAATTTTG GAT TCATATTT

SOX2 L: AAC CCC AAG ATGCAC AACTC R: GTC TAG CCT CGT CGATGA AC

KLF4 L: AGA GTT CCC ATC TCA AGG CA R: CCC CGT GTGTTT ACG GTAGT

PUMILIO | L:CGGTCG TCC TGA GGA TAA AA R: CGT ACG TGA GGC GTA AGT AA
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-Western-Blot: Extractos de proteinas celulares (60 pg) fueron sometidas a electroforesis,
durante 90 minutos a 120 volts y electrotransferencia, por 90 minutos a 350 amperes, hacia
una membrana hydrofébica Hybond-P (Amersham, USA). Posteriormente, las membranas
fueron bloqueadas con TBS-TWEEN (5%) e incubadas con anticuerpo primario para SOX2
(Abcam, Cat: ab 92494) (1:1000), KLF4 (Abcam, Cat: ab 215036) (1:1000), CD44 (Abcam,
Cat: ab 51037) (1:5000), CD133 (Thermo fisher, Cat: Pas-38014) (1:500) y ZEB1 (Thermo
fisher, Cat: Pa5-28221) (1:1000) durante toda la noche a 4°C (Tabla 2). La incubacion con
el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabanito anti-ratén (Jackson
Immunoresearch, Cat: 115-035-003) (1:10000), se realiz6 durante 60 minutos, a
temperatura ambiente y como control de carga se utilizé actina (Merck, Cat: MAB 1501)
(1:5000) (Tabla 3). Las membranas fueron lavadas y las diferentes proteinas detectadas
mediante quimioluminiscencia, en un revelador automatico Fusion FX (Vilber Lourmat,
France), utilizando un Kit para western-blot (Amersham, USA). La cuantificacion
densitométrica de las bandas se realizd utilizando el programa computacional IMAGE-J

(USA).
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Tabla 2: Anticuerpos primarios utilizados para western blot. Evaluacion de

marcadores de troncalidad y genes de pluripotencia

Marcador Catalogo Dilucion Especie
ZEB1 Pa5-28221 1:1000 Rabbit
CD133 Pas-38014 1:500 Rabbit
CD44 ab 51037 1:5000 Rabbit
SOX2 ab 92494 1:1000 Rabbit
KLF4 ab 215036 1:1000 Rabbit
Actina MAB 1501 1:5000 Mouse

Tabla 3: Anticuerpo secundarios utilizados para western blot

Anticuerpo Catélogo Dilucion
Jackson Immunoresearch: anti-mouse 115-035-003 1:10.000
Jackson Immunoresearch: anti-rabbit 115-035-003 1:10.000

-Inmunocitoquimica (inmunofluorescencia): Expresion de marcadores de pluripotencia
CD44 y CD133 fueron evaluados mediante inmunocitoquimica en células DU145 control y
silenciadas para ZEBL. Las células fueron cultivadas en portaobjetos, alcanzando un 60%
de confluencia, posteriormente fijadas mediante Buffer fosfato, sacarosa Yy
paraformaldehido, durante 30 minutos, para luego ser lavadas con PBS-Glicina 0.1% por
tres veces. Triton 0,1% fue usado para la permeabilizacion celular. Luego, las células

fueron bloqueadas utilizando PBS-Glicina-BSA, durante 30 min. Los anticuerpos primarios
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especificos para cada marcador de pluripotencia mencionados en la seccion anterior fueron
diluidos en PBS-Glicina-BSA, e incubados durante toda la noche (16 hrs) a 4°C en camara
hameda, (diluciones mostradas en Tabla 4). Posteriormente, se utilizaron anticuerpos
secundarios conjugados a fluor6foros Alexa Fluor 594, durante una hora, a temperatura
ambiente (dilucion de acuerdo a Tabla 5). Finalizada la incubacion, los cubreobjetos fueron
lavados con PBS 1X/ glicina 0,15% e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente con
DAPI (Cat. 112002, 32 CellBiolabs) para contrastar los nucleos celulares. Los cubreobjetos
fueron lavados y depositados sobre portaobjetos con medio de montaje (Cat. S3023, Dako),

previo al anélisis en el microscopio de fluorescencia DM-2500-Leika.

Tabla 4: Anticuerpos primarios utilizados para inmunofluorescencia

Marcador Catélogo Dilucion Anticuerpo
secundario

ZEB1 Pa5-28221 1:100 rabbit
CD133 Pas-38014 1:300 rabbit
CD44 ab 51037 1:300 rabbit
SOX2 ab 92494 1:100 rabbit
KLF4 ab 215036 1:100 rabbit

Tabla 5: Anticuerpo secundario utilizado para inmunofluoresencia

Anticuerpo Catalogo Dilucién

anti-rabbit Alexa fluor 594: A21207 1:200
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5.3- Capacidad de formar prostatoesferas:

Las células DU145 SH y DU145 SCR (con silenciamiento y expresion para ZEB1) fueron
mantenidas en condiciones adherentes hasta lograr confluencia del 80%, en condiciones
anteriormente descritas. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS, disgregadas
con acutasa (eBioscience) durante 7 minutos, para detener el efecto de la acutasa se
adiciona medio de cultivo suplementado con SFB 10%. Las células recolectadas, fueron
centrifugadas a 300 g por 5 minutos. Posteriormente, fueron disgregadas mecanicamente
con una micropipeta y recolectadas a través de un cellstrainer (BD Falcon) de 40um, para
excluir los grupos de células no disgregados en células individuales. Las células obtenidas
fueron contadas y sembradas en una proporcién de 100.000 células en pocillo de 6 cm,
recubiertos por agarosa al 1%, en medio de cultivo adecuado para la induccion del
crecimiento celular en estructuras esferoidales en condiciones no adherentes (Medio
DMEM/F-12 (Gibco, Invitrogen) sin FBS y suplementos correspondientes. Este medio de
cultivo, permite la formacién de esferoides prostaticos (protastoeferas), enriquecidos con
células del fenotipo CSCs, los que se mantuvieron en crecimiento durante 7 dias, los cuales
fueron fotografiados en un microscopio estereoscépico Olympus SZ60 conectado a una
camara digital OlympusDIG CAM ZoomC-4040. Posteriormente, las prostatoesferas
formadas, fueron analizadas segun largo, ancho y perimetro (Figura 10) para las distintas
condiciones celulares mediante el software computacional Microscope ZEISS Axio Vision

Image System 2012, de acuerdo a lo descrito por Asikgoz. E; et al. 2015 %,
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Figura 10: Prostatoesfera dia 2 de cultivo. Ejemplificacion método de evaluacion esferoide: A
Perimetro. B: Largo y Ancho. Unidad de medida um. Aumento 400X
Asikgoz. E; et al. 2015. Plos One. Software computacional Microscope ZEISS Axio Vision

Imaage System 2012

-Formacién de colonias

Para evaluar caracteristicas asociadas a malignidad celular, se procede con el ensayo de
formacion de colonias. Células provenientes de cultivo en condiciones adherentes DU145
SH ZEB1 y DU145 SCR ZEB1, fueron disgregadas y sembradas, en concentracion de 2000
células por placa, en placas de 6 cm de diametro. Este cultivo fue mantenido durante 15
dias en una atmosfera de CO- al 5% a 37°C. Cada experimento fue realizado en triplicado,
para cada condicion celular. Luego las colonias obtenidas, fueron tefiidas y fijadas con
glutaraldehido al 6% mezclado con cristal violeta en una proporcion 1:1. Posteriormente
las placas fueron lavadas con agua destilada y secadas a temperatura ambiente. Las
colonias obtenidas fueron contadas y analizadas mediante el programa computacional
IMAGE-J (USA), obteniendo nimero de colonias por condicién. Luego, se procede a

caracterizar el tipo de colonia formada segun condicién celular. Los resultados fueron
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expresados como porcentaje de tipo de clon formado, proveniente desde cada tipo de
cultivo celular (DU145 SH ZEB1 y DU145 SCR ZEBL), finalmente se procedié a contar
el nimero de células por cada colonia formada, para cada condicion celular utilizando el
software IMAGE-J (USA).

La clasificacion de las colonias obtenidas, de acuerdo a su morfologia, fue en holoclones,
meroclones y paraclones de acuerdo a lo descrito por Barrandon Y & Green H, 1987 8 y
Knaack et al, 2018 82, un holoclon corresponde a colonias de pequefias células densamente
compacta y de bordes regulares, un paraclon, estd constituido de células grandes o
alargadas, que crecen de forma dispersa, con bordes irregulares, y un mereclon presenta una
morfologia intermedia, entre un paraclon y un holoclon. La morfologia de las colonias fue
evaluada de acuerdo al método descrito por Li H et al, 2008 “, fotografiadas en un
microscopio estereoscépico Olympus SZ60 conectado a una camara digital Olympus DIG

CAM ZoomC-4040.

5.5- Analisis Estadistico:

Todos los experimentos fueron realizados 3 veces en iguales condiciones, cada uno de
ellos en triplicado. La evaluacion estadistica fue realizada utilizando analisis no
paramétrico Test de Mann-Whitney, normalizando respecto a DU145 SCR. p<0.05 fue
considerado estadisticamente significativo. Los resultados se expresaron de acuerdo a la

media + la desviacion estandar.
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6.- RESULTADOS

6.1- Control de Silenciamiento

Luego de la eleccion de la linea celular disponible (Figura 11), de acuerdo a los trabajos
previos de Orellana-Serradel et al, 2018 (Figura 8) y para realizar los objetivos planteados,
se efectio en primera instancia, una evaluacion del silenciamiento para el gen Zebl,
midiendo niveles de expresion de mRNA por RT-gqPCR vy niveles proteicos determinados
por western-blot para el gen mencionado, visualizando en ambos casos una disminucion de
aproximadamente un 50% de molécula en las células silenciadas (Figura 12). Mediante
inmunofluorescencia, se evalud la expresion de ZEBL1, el cual presenta distribucion
preferentemente nuclear, en células control (SCR) (Figura 13A) y células silenciadas para
ZEB1 (SH) (Figura 13B), visualizando una tendencia de mayor inmunodeteccion de ZEB1
en las células SCR en relacion a las células SH. Por lo que se decide trabajar con este nivel

de silenciamiento.

DU145 WT DU145 SH DU145 SCR

Figura 11: Linea celular DU145 de CaP: A. Fenotipo celular DU145 willtype. B. Fenotipo celular
DU145 SH. C. Fenotipo celular DU145 SCR. Imagen representativa de tres ensayos independientes.
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Figura 12: Evaluacion del silenciamiento de ZEBL1 en linea celular DU145 SCR y DU145 SH.
A. Analisis por RT-gPCR de la expresion de ZEB1. n=4. C; Prom. DU145 SCR: 25.2; C; Prom.
DU145 SH: 27.3 B. Expresion proteica. C. analisis cuantitativo de la expresion proteica de ZEB1.
n=4 B Las diferencias estadisticamente significativas fueron determinadas utilizando el test de
Mann Whithney, p<0,05. Barra indica desviacion estandar. Prom: promedio. SCR: Expresion
ZEBL. SH Silenciamiento ZEB1
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DU145 SCR DU145 SH

Figura 13: Inmunfluorescencia para ZEB1 en Linea celular DU145 con expresion (SCR) y
silenciamiento (SH) para ZEB1. A DU145 SCR (400x). B DU145 SH (400x). Cy D Tincién de

Contraste nuclear Dapi. Barra 20 um. Imagen representativa de tres ensayos independientes.
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6.2- Evaluacion de marcadores de CSCs (KLF4, SOX2, CD44 y CD133), en la linea
celular DU145 de CaP con expresion y silenciamiento de ZEB1, mediante RT-qPCR,
western-blot e inmunocitoquimica

Se evaluaron los marcadores de superficie celular CD44 y CD133 en la linea celular DU145
con silenciamiento para ZEB1 (SH) y su correspondiente control de silenciamiento (SCR),
mediante RT-qPCR , observandose una disminucion de aproximadamente un 50% del mRNA
tanto para CD133 (Figura 14A) como para CD44 (Figura 16A) en las células silenciadas para
el gen. En cuanto a la expresion proteica, medida mediante western blot, se observa una
disminucion de un 30% aproximadamente para CD133 (Figura 14B) y de un 80 %
aproximadamente para CD44 (Figura 16B), en células silenciadas en relacion a las no
silenciadas.

Se realiz6 ademas, la evaluacion de CD133 y CD44 a través de inmunofluorescencia,
determinandose para ambas moléculas un patron de distribucion mayormente periférico en
las células, observandose una tendencia a disminuir la inmunodeteccion en células

silenciadas, en relacion al control de silenciamiento (Figura 15 y 17). Estos resultados nos
permiten describir que el silenciamiento de ZEB1, disminuye la expresion de las proteinas de
membrana CD133 y CD44, vinculando la presencia de ZEBL, con la presencia de estos

marcadores de superficie celular.
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Figura 14: Expresion de CD133 en linea celular DU145 SCR y DU145 SH. A. RT-qPCR para
CD133 C; Prom: DU145 SCR: 29.26; C; Prom: DU145SH: 32.63 (n=4). B Expresion proteica de
CD133 por western blot C. Andlisis cuantitativo de la expresion de proteina (n=4). Las
diferencias estadisticamente significativas fueron determinadas utilizando el test de Mann-
Whithney, p<0,05. Barra indica desviacion estandar. Prom: promedio. SCR: Expresion ZEBL.
SH: Silenciamiento ZEB1
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DU145 SCR DU145 SH

Figura 15: Inmunfluorescencia para CD133 en Linea celular DU145 con expresion (SCR) y
silenciamiento (SH) para ZEB1 A DU145 SCR (400x). B DU145 SH (400x). C y D Tincién de

contraste nuclear (Dapi). Barra 20 um. Imagen representativa de tres ensayos independientes
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Figura 16: Expresion de CD44 en linea celular DU145 SCR y DU145 SH. A. RT-qPCR para
CD44 (n=3). C; Prom DU145 SCR: 16.5; C; Prom DU145 SH: 18.2 B Expresion proteica de
CD44 por western blot. C analisis cuantitativo de la expresion de proteina (n=3). Las diferencias
estadisticamente significativas fueron determinadas utilizando el test de Mann-Whithney,
p<0,05.Barra indica desviacion estandar. Prom: promedio. SCR: Expresion ZEBL.

SH Silenciamiento ZEB1
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DU145 SCR DU145 SH

Figura 17: Inmunfluorescencia para CD44 en Linea celular DU145 con expresion (SCR) y
silenciamiento (SH) para ZEB1 A DU145 SCR (400x). B DU145 SH (400x). C y D Tincion de

contraste nuclear (Dapi). n=3. Barra 20 um. Imagen representativa de tres ensayos independientes
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En cuanto a la evaluacion de genes de pluripotencia en SOX2 se observa una disminucién
de un 50% aproximadamente en la expresion de su mRNA (Figura 18A) en células SH en
relacion a su control SCR. En cuanto a la evaluacion proteica, analizada mediante western
blot, refleja una disminucién de un 30% aproximadamente, en las células silenciadas en
relacién al control de silenciamiento (Figura 18B). Mediante inmunofluorescencia se
observa, una disposicion preferentemente nuclear de la molécula, manifestandose de igual
manera en el citoplasma de la célula, confirmandose la misma tendencia de expresion
descrita anteriormente, tanto en células SH y SCR (Figura 19A y 19B). A partir de estos
resultados podemos decir, que el silenciamiento de ZEBL, induce una disminucion de la
expresion de SOX2, tanto de su mMRNA como de la expresion de la proteina.

El factor KLF4, presenta un patron de expresion distinto a los marcadores anteriormente
mencionados, dado que la expresion de su mRNA, analizado mediante RT-qPCR,
manifiesta una tendencia a elevar su valores entre las células silenciadas en relacion al
control de silenciamiento (Figura 20A), sin ser esta una diferencia estadisticamente
significativa. Mediante la técnica de western blot, se visualiza la misma disposicién (Figura
20B). Se realiza también inmunofluorescencia para KLF4, detectandose tanto a nivel
nuclear, como citoplasmatico en las células, con una distribucién homogénea tanto en
células SH como SCR (Figura 21A y 21B), por lo que el silenciamiento de ZEB1, no regula
la expresion de KLF4, o bien podria regularlo de forma indirecta, contribuyendo a disminuir

su expresion.
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Figura 18: Expresion de SOX2 en linea celular DU145 SCR y DU145 SH. A. RT-gPCR para
SOX2 C: Prom DU145 SCR: 21.6; C: Prom DU145 SH: 23.4 (n=3). B Expresion proteica de
SOX2 por western blot. C analisis cuantitativo de la expresion de proteina (n=3). Las diferencias
estadisticamente significativas fueron determinadas utilizando el test de Mann Whithney, p<0,05.
Barra representa desviacion estandar. Prom: promedio. SCR: Expresion ZEB1. SH
Silenciamiento ZEB1

48



DU145 SCR DU145 SH

Figura 19: Inmunfluorescencia para SOX2 en Linea celular DU145 con expresion (SCR) y
silenciamiento (SH) para ZEB1A DU145 SCR (400x). B DU145 SH (400x). C y D Tincion de contraste

nuclear (Dapi). n=3. Barra 20 um. Imagen representativa de tres ensayos independientes
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Figura 20: Expresion de KLF4 en linea celular DU145 SCR y DU145 SH. A. RT-gPCR para
KLF4 (n=3). C; Prom DU145 SCR: 20.8; C; Prom DU145 SH: 21.1 B Expresion proteica de KLF4
por western blot . C Analisis cuantitativo de la expresion de proteina (n=4). No se evidencian
diferencias estadisticamente significativas utilizando el test de Mann-Whithney, p<0,05. Barra
representa desviacion estandar. Prom: promedio. SCR: Expresion ZEB1. SH: Silenciamiento
ZEB1
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DU145 SCR DU145 SH

Figura 21: Inmunfluorescencia para KLF4 en Linea celular DU145 con expresion (SCR) y
silenciamiento (SH) para ZEB1. A DU145 SCR (400x). B DU145 SH (400x). C y D Tinci6n de

contraste nuclear (Dapi). n=3. Barra 20 um. Imagen representativa de tres ensayos independientes.
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6.3- Caracterizacion del fenotipo funcional de las CSCs, en linea celular DU145 de
CaP, con expresion y silenciamiento de ZEB1, mediante la formacion de
prostatoesferas.

Para poder analizar y medir la habilidad de autorrenovacion, caracteristica fundamental de
una CSC, se realizaron cultivos en condiciones no adherentes. Como resultado se evalla la
capacidad de formar prostatoesferas, en células DU145 SCR vy silenciadas para el gen ZEB1,
DU145 SH, observandose una mayor proporcion de esferoides prostaticos a las 24 horas de
cultivo en las células DU145 SCR en comparacion con las células silenciadas, DU145 SH
(Figura 22), siendo estas estructuras, mas pequefias y de menor densidad celular que las
formadas a partir de células sin silenciamiento para el gen , lo mismo podemos observar a los
tres dias posterior al cultivo (Figura 22).

Ademas se realiza una caracterizacion de las esferas constituidas, segun lo descrito por
Asikgoz. E; et al. 2015, evaluando el perimetro de las esferas formadas y también largo y
ancho de estas ®. Se evidencia un mayor perimetro en las células con presencia del factor de
transcripcion ZEBL, en relacion a las células silenciadas, desde el primer dia de evaluacién
hasta los siete dias post-cultivo, (Figura 25A). Se observa el mismo patron de
comportamiento al evaluar el ancho de las esferas formadas, para ambos tipos de condicion
celular (Figura 25C). No se observaron diferencias estadisticamente significativas, al
evaluar el largo de cada prostatoesfera, tanto a los dos asi como también a los cinco dias. A
los siete dias post-siembra, se evidencia un largo menor en las esferas provenientes de
celulas silenciadas para ZEB1 en comparacion con su control de silenciamiento (Figura
25B). El silenciamiento de ZEBL, afecta la capacidad de generar prostatoesferas en cultivos
celulares, modulando también, el tamafio y la cantidad de células que forman estas

estructuras

52



DU145 SCR DU145 SH

Numero de esferoides
o

101
5.
0
SCR SH SCR SH
1 dias 3 dias
Linea Celular DU145

Figura 22: Cultivos en condiciones no adherentes en linea celular DU145 con
silenciamiento para ZEB1 (SH) y su control de silenciamiento (SCR).A Esferoides
prostaticos, 3 dias post-cultivo DU145 SCR (5x). n=3. B. Esferoides prostaticos, 3 dias post-
cultivo DU145 SH (5x) n=3. Barra 100 pum. Imagen representativa de tres ensayos
independientes. C. Cuantificacion de los esferoides prostaticos, 1 y 3 dias post cultivo, en
células DU145 SH y DU145 SCR. Las diferencias estadisticamente significativas fueron
determinadas utilizando el test de Mann-Whithney, p<0,05. Barra representa desviacion
estandar SCR: Expresion ZEB1. SH: Silenciamiento ZEB1
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Figura 23: Cultivos celulares en condiciones no adherentes, en células sin silenciamiento para ZEB1:
DU145 SCR.A. Prostatoesferas 2 dias de cultivo. (400x) B. Prostatoesferas 5 dias de cultivo. (400x) C.
Prostatoesferas 7 dias de cultivo. (400x). Barra 20 um. Imagenes representativas de tres ensayos
independientes.

54



Figura 24: Cultivos Celulares en condiciones no adherentes, en células con silenciamiento para ZEB1
DU145 SH.A. Prostatoesferas 2 dias de cultivo. (400x) B. Prostatoesferas 5 dias de cultivo. (400x) C.
Prostatoesferas 7 dias de cultivo (400x). Barra 20 pm. Imagenes representativas de tres ensayos

independientes.
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Figura 25: Caracterizacion de Prostatoesferas en Linea Celular DU145 con expresion
(SCR) y silenciamiento (SH) de ZEB1. A. Perimetro de prostatoesferas a los 2, 5y 7 dias post-
cultivo. n=3 B. Largo de prostatoesferas a los 2, 5y 7 dias post-cultivo. n=3. C. Ancho de
prostatoesferas a los 2, 5y 7 dias post-cultivo. n=3.

Las diferencias estadisticamente significativas fueron determinadas utilizando el test de Mann

Whithney, p<0,05. Barra representa desviacion estandar.
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6.4- Caracterizacion del fenotipo funcional de las CSCs en linea celular DU145 de
CaP, con expresion y silenciamiento de ZEB1, mediante la capacidad de generar
colonias.

Como parte de este objetivo, se cultivaron células silenciadas para ZEB1 y su control
respectivo SCR, en condiciones adherentes y de baja densidad celular (2000 células/placas
de 6 pocillos), durante 15 dias observandose una menor cantidad de colonias formadas en
celulas con silenciamiento de ZEB1 (SH) (Figura 26), en comparacion a células control de
silenciamiento, (SCR) (Figura 26). A su vez, el nimero de células por colonias fue mayor
en células sin silenciamiento para ZEB1, en comparacién con células silenciadas (Figura

28A)

A sCRZzEB1 SH ZEB1

B Ensayo de Clonogenicidad

*

MNUumero de Colonias

SCRZEB1 SH ZEB1

Linea Celular DU145

Figura 26: Capacidad Clonogénica: A Ensayo de clonogenicidad en células DU145 SCR y
DU145 SH. B Anélisis cuantitativo de la capacidad clonogénica de células DU145 SCR y
DU145 SH. n=3 Las diferencias estadisticamente significativas fueron determinadas utilizando
el test de Mann-Whithney, p<0,05. Barra representa desviacion estandar. SCR: Expresion ZEBL.
SH Silenciamiento ZEB1
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Como parte de este objetivo, ademas se procedio con la evaluacion de la morfologia de los
clones formados clasificados en holoclones, meroclones y paraclones de acuerdo a lo
descrito por Barrandon Y & Green H, 1987 8 y Knaack et al, 2018 8 un holoclon
corresponde a colonias de pequefias células densamente compacta y de bordes regulares, un
paraclon, esta constituido de células grandes o alargadas que crecen de forma dispersa, con
bordes irregulares, y un mereclon presenta una morfologia intermedia, entre un paraclon y
un holoclon, segun la condicion celular. Tanto para las células DU145 SCR y DU145 SH,
se observa la formacién de los tres tipos de clones (Figura 27), sin embargo, en las células
silenciadas para ZEBL, se aprecia un mayor porcentaje de paraclones, en comparacion con
las células control de silenciamiento (Figura 28B). A su vez, estas células, DU145 SCR,
presentan un mayor porcentaje de holoclones formados, que las células silenciadas para
ZEB1 (Figura 28B). En cuanto a la formacion de meroclones, estos fueron observados en
ambos tipos de condicion con y sin silenciamiento de ZEB1, sin evidenciar diferencias
estadisticamente significativas (Figura 28B).

En cuanto al namero de células por colonia formada, se observa un mayor recuento celular
en cada una de los tipos de clones formados (holoclones, paraclones, meroclones) (Figura
28A) en las colonias provenientes de células sin silenciamiento para ZEB1, DU145 SCR en
comparacion con las DU145 SH. El silenciamiento de ZEBL, inhibe la capacidad de
generar colonias en cultivos celulares DU145, modula la capacidad de autorrenovacion de
las células, favoreciendo la presencia de celulas mas diferenciadas, agrupadas en
paraclones, en comparacion a su control de silenciamiento SCR, donde se aprecia una
mayor proporcion de células indiferenciadas agrupadas en holoclones, siendo ademaés estas

colonias mas numerosas.
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Holoclon Meroclon Paraclon

DU145 SCR
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Figura 27: Colonias formadas a partir de células DU145 silenciadas para ZEB1 (SH) y su control de
silenciamiento (SCR).A-C Subtipos de colonias provenientes de DU145 SCR. D-E Subtipos de colonias
provenientes de DU145 SH. A y D: Holoclon (5x). B y E: Meroclon (5x). C y F: Paraclon.(5x) . Imagenes
representativas de tres ensayos realizados de forma independiente
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Figura 28: Comparacion de clones formados por células DU145 con silenciamiento para
ZEB1 (SH) en relacion a su control de silenciamiento (SCR). A. Cuantificacion del nimero
células, por condicion celular (SCR) y (SH), para cada tipo de clon formado. n=3 B.
Porcentaje de colonias formadas, para cada tipo de clon formado, segin condicion celular
(SCR) y (SH). n=3 Las diferencias estadisticamente significativas fueron determinadas

utilizando el test de Mann Whithney, p<0,05. Las barras representan la desviacion estandar.
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7.- DISCUSION

Basado en las caracteristicas de las CSCs mencionadas anteriormente se han desarrollado
maltiples estrategias para aislar a las CSCs, usando como blanco marcadores de superficie
celular, manipulando rutas de sefializacion las cuales podrian llevar a apoptosis,
diferenciacion, modular los niveles de algunos microRNA o inhibir el eflujo de drogas
quimioterapéuticas °. Terapias actuales contra el cancer utilizan nanoformulaciones de
pequefias moléculas, que podrian proveer una ventaja al seleccionar blancos para alterar las
rutas de autorrenovacion como son: las rutas de sefializacion de Wnt y Notch’®, estas rutas a
su vez, pueden interactuar con otras rutas de sefializacion como PI3K, MAPK y NF-Kb,
todas ellas involucradas tanto en la proliferacion como la autorrenovacion celular 6,
generando resistencia a drogas y recidiva de la enfermedad.

Ha sido descrito en cancer de pancreas que la EMT se acompafia de una reactivacion de
las vias de sefalizacion mencionadas con anterioridad, lo que podria facilitar la
modificacion del perfil fenotipico de las células, adquiriendo en algunas de ellas un
fenotipo mas agresivo y/o mesenquimal y por lo tanto generar un fenotipo celular de CSCs,
favoreciendo la metastasis y la invasividad hacia los tejidos 4.

ZEB1 ha sido descrito como un modulador directo de los marcadores de EMT, E-
cadherina y vimentina, favoreciendo la expresion de marcadores mesenquimales pero en
desmedro de la expresion de marcadores epiteliales #, en coordinacion con los factores de

transcripcion SNAIL y TWIST %,
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Expresion de genes que se manifiestan corrientemente en células embrionarias, tales como
sox2 o klf4, los cuales son considerados como representantes de las caracteristicas de
troncalidad, fueron evaluados en este trabajo, demostrandose que el silenciamiento de ZEB1
induce una disminucion de la expresion de SOX2, tanto de su mRNA como de la expresion
de la proteina, sin embargo el silenciamiento de ZEB1, no regularia la expresion de KLF4,
pudiendo incluso no encontrarse vinculados entre si., o bien lo regularia de forma indirecta.
Como parte del fendmeno de la EMT, y apoyado por una de las teorias del origen de las
CSCs, que propone que estas células cancerosas provendrian desde células diferenciadas,
que enfrentan un fendbmeno de reprogramacion genética, es que creemos que la induccion
de la expresion de ZEBL, podria ir acompariado con la reprogramacion de uno de estos
genes de pluripotencia, entregando a las CSCs, las caracteristicas de proliferacion y
migracion. Se ha demostrado que SOX2 incrementa la proliferacion y la sobrevida celular
al inducir la EMT &% promoviendo a su vez, resistencia a la castracion 8. En nuestro
trabajo, en las células silenciadas para ZEB1, se obtiene una menor expresion de SOX2 en
relacion a las células no silenciadas, observandose una disminucion del 50%
aproximadamente en la expresion de su mRNA, en comparacion a un 30% al evaluar la
expresion proteica, lo que se correlaciona con los resultados observados por
inmunofluoresencia, esta diferencia podria explicarse, dado que no hay un 100% de
silenciamiento en nuestras cultivos celulares, o bien, por una modulacion directa sobre la
expresion del mRNA de SOX2, necesitando de alguna moleculas o ruta de sefializacion
adicional para favorecer la expresion de la proteina. También podria ser explicado, dado
una expresion temporal de SOX2 y KLF4, expresandose principalmente estas moléeculas,

durante la colonizacién en el nicho mestastasico, por parte de las CSCs, manifestandose en
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menor proporcion durante la EMT propiamente tal. SOX2 fue descrito como uno de los
factores de transcripcion que es sobreexpresado en células de CaP de mayor agresividad,
reconocidas como células troncales iniciadoras de tumor o CSCs 88,

SOX2 asi como también CD44 han sido correlacionados en los trabajos de Gathack et al,
2012 ™y Ni et al, 2014 ™con invasividad y metastasis en donde se describe la modulacién
de la expresion de ambas moléculas a partir de SNAIL2, lo cual podria ocurrir
perfectamente como lo demostramos en este proyecto, a través de la regulacion de ZEB1. A
su vez se describe a SOX2 necesario para la induccion de una reprogramacion celular 8-,
ganando interés como regulador clave en la autorrenovacion y mantencion de las CSCs en
una variedad de tumores, incluido CaP ®* . Ademas ha sido descrito como un biomarcador
de metastasis en CaP, permitiendo la evaluacion y prediccion de invasion pudiendo asi
valorar la extraccion del ganglio centinela °. Interesantemente también este gen de
pluripotencia ha sido descrito como un factor importante en la quimioresistencia y la
evasion a la apoptosis y por lo tanto interviene directamente en la recurrencia del tumor %,
todo lo anteriormente sefialado se describe como caracteristicas claves de las CSCs.

Mientras KLF4 ha sido demostrado como un gen supresor de tumor en cancer de colon y
pulmén, se ha descrito como un oncogén en cancer de mama y piel ®2. También se ha
observado en BPH y CaP en distribucion, preferentemente citoplasmatica’™. En nuestro
trabajo, se aprecia una distribucion nuclear y citoplasmética de la proteina evidenciando
una tendencia a aumentar su expresion en las células silenciadas para ZEB1, por lo que
proponemos que este factor de transcripcion podria actuar como gen supresor de tumor en
CaP, inhibiendo el crecimiento del tumor y la migracion celular, teniéndose que realizar
estudios complementarios para corroborarlo. Se describe también que TGF-$ mediante la

induccion de Snail, altera la expresion de KLF4 disminuyendo su expresion. Proponemos
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que algo similar podria ocurrir, mediante la expresion de ZEB1 inducido por TGF-f como
fue descrito en la introduccion 2, sin ser una relacion directa.

Se describe que ZEB1 participaria ademas en la expresion de estos factores de
transcripcion SOX2 y KLF4 a través del loop regulatorio con algunos microRNA, en donde
se describe que al disminuir ZEB1 por represion de microRNA, se inhibe la expresion de
SOX2 y KLF4 en células de carcinoma mamario %% reprimiendo de esta manera la EMT y
las caracteristicas de troncalidad en las células.

Se describe que aproximadamente el 1.25% de las células de un cultivo celular en células
DU145, estan disponibles para formar prostatoesferas, y de ellas el 26% podria generar
esferas secundarias, lo que nos refleja el enriquecimiento de CSCs en cultivos en
condiciones no adherentes o esferas, demostrando este sistema como una manera eficiente
de asilamiento de CSCs %. En este proyecto nuestros resultados arrojan una correlacion
positiva entre las células que expresan el factor de transcripcion ZEB1 y la habilidad de
formar prostaotesferas, lo que se condice con la capacidad de autorrenovacién por las
células DU145 y por tanto corroborando la asociacion del fenotipo CSCs con la expresion
del factor de transcripcion ZEBL1. En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se
aislaron CSCs a partir de prostatoesferas provenientes de cultivos primarios, las cuales a su
vez, exhiben expresion de los marcadores de superficie celular CD44 y CD133 . Como
describimos en la introduccion estos marcadores han sido asociados con la capacidad tanto
de autorrenovacion como de proliferacion y diferenciacion celular.

Nuestros resultados arrojan que el silenciamiento de ZEB1 disminuye la expresion de
marcadores de superficie CD133 y CD44, con esto a su vez, una disminuida capacidad de
generar esferas prostéaticas.

La ruta de sefalizacion Wnt se ha correlacionado con una elevada expresion de
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marcadores de superficie celular CD44 y CD133, la presencia de estos marcadores han sido
definidos como criticos en la formacion de esferoides prostaticos lo que las asocia
directamente con la habilidad de autorrenovacion de células de CaP, y lo que se
correlaciona segun lo descrito por Bisson & Prowe, 2009 77, con un elevado tamafio en las
esferas prostaticas. En nuestro trabajo se evidencia que la presencia del factor de
transcripcion ZEB favorece tanto el nimero de esferas generadas, asi como también, el
largo, ancho y perimetro de estas estructuras.

En el trabajo realizado por Dubrovska y colaboradores ’°, se reporta la relacion entre
esferas prostaticas provenientes a partir de células DU145, su mantencién y la activacion de
la via de sefializacion PI3K-AKT. Otro reporte sefiala que células DU145 son capaces de
formar esferoides en medio de cultivo libre de suero fetal bovino, obteniendo mayor
namero de esferoides y méas grandes al suplementar el medio con EGF, ademaés en otros
reportes se ha descrito la relacion entre EGF y ZEB1%°. Esto también se correlaciona con la
idea que son las células del estrato basal de la prostata las que expresan receptores para
EGF siendo estas menos diferenciadas que las células del estrato luminal 8, lo que podria
reafirmar el origen de las CSCs en prostata. Este mismo trabajo ademas demuestra que son
las células DU145, en condicién de cultivo no adherente, las que generan un incremento en
la formacion de tumores cuando se inyectan en ratones inmunodeprimidos, en comparacion
con células que crecen en condicion de adherencia, lo que demuestra que son las células en
esferas las que tienen una mayor habilidad de iniciar el crecimiento de un tumor y de
autorrenovarse ; en nuestro caso son estas esferas las que expresan el factor de transcripcion
ZEB1, el cual creemos les brinda esta capacidad asociado con la co-expresion de
marcadores de superficie CD133 y CD44 sumado a la expresion del gen de pluripotencia

Sox2, perpetuando la habilidad de proliferacion y autorrenovacion.
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Es por lo anterior que el presente trabajo sustenta la idea que ZEB1, promueve la
formacion de prostatoesferas, favoreciendo el fenotipo CSCs.

Para evaluar las caracteristicas asociadas a malignidad celular lo cual se correlaciona con
la capacidad de generar tumores, se realizaron ensayos de formacién de colonias
demostrandose a partir de nuestros resultados que el silenciamiento de ZEBL, inhibe la
capacidad de generar colonias en cultivos celulares DU145, modula la capacidad de
autorrenovacion de las células favoreciendo ademés la presencia de células mas
diferenciadas agrupadas en paraclones, en comparacion a su control de silenciamiento SCR,
donde se aprecia una mayor proporcion de células indiferenciadas agrupadas en holoclones,
siendo estas colonias ademas mas numerosas.

De la misma manera, trabajos previos en nuestro laboratorio realizados por Orellana-
Serradel, et al, 2018 ®, demuestran una menor habilidad de generar colonias en lineas
celulares de CaP con silenciamiento de ZEB1, en comparacion a células control de
silenciamiento . Nuestro trabajo evidencia un resultado similar, mayor nimero de
colonias en células con presencia de ZEB1 pero ademas, clasificamos los clones obtenidos
los cuales nos entregan un patrén de diferenciacion celular, obteniendo células més
indiferenciadas desde células con presencia del factor de transcripcion ZEB1. La
morfologia de las colonias nos permite caracterizar e identificar células troncales en este
caso CSCs #. Los clones obtenidos los clasificamos en: holoclon, meroclon y paraclon,
tanto el holoclon como el meroclon, pueden autorrenovarse, generar cultivos en
condiciones no adherentes y altamente tumorigénicos al ser inyectados en un ser vivo,
expresando marcadores de CSCs 8%, La mayor diferencia entre holoclon y mereclon es la
proporcion de CSCs presentes en su colonia en donde se describe que es el holoclon el que

presentaria una elevada capacidad de autorrenovarse presentandose como SC, en este caso
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CSCs, el meroclon, presenta limitada capacidad de proliferar y autorrenovarse, siendo
descrito en este caso como células amplificadoras transientes el paraclon por la contraparte,
presenta capacidad de proliferar, pero no asi, de autorrenovarse 2. Nuestros resultados
permiten asociar la elevada expresion de ZEB1 con una mayor proporcion de holoclones,
siendo estos a su vez, m&s numerosos que los otros dos tipos de clones celulares, de esta
manera y con esta informacion, confirmamos nuestra hipotesis en donde ZEB1 estaria
vinculado con el fenotipo CSCs.

En el trabajo realizado por Castellon et al, 2012 %, ademas, se generan clones celulares a
partir de tejidos primarios de céncer de prostata, obteniendo en tejidos con grados
intermedios y altos de Gleason, mayor nimero de holoclones o células indiferenciadas 3.
El reporte realizado por Knaack, H. et al, 2018 82 se describe una expresion de ZEB1
singnificativamente mayor en holoclones comparado con paraclones, lo que se correlaciona
también, con un aumento en la expresion de TNF-a y otros agentes pro-inflamtorios, que
como ya mencioanmos en la introduccion acturarian como inductores de EMT 82, De esta
manera se demuestra una posible asociacion entre la presencia del fenotipo troncal o CSCs,
el factor de transcripcion en estudio de este proyecto ZEB1 y el grado de diferenciacion
celular.

En el trabajo de Orellana-Serradelet al, 2018 ®° ademas de corroborar la relacion de ZEB1
con la expresion de marcadores mesenquimales, se demuestra que ZEB1 promueve
migracion, invasion, clonogenicidad y resistencia a la apoptosis ®°, caracteristicas presentes
en el fenotipo CSCs. A su vez se demuestra en este mismo trabajo que un aumento de la
expresion de ZEB1 confiere resistencia a docetaxel, droga de eleccion en el tratamiento de
CaP, mediante la promocion de la expresion de bombas proteicas en la membrana

plasmatica de las células, especificamente proteinas de la familia ABCC1 %, todas estas
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caracteristicas asociadas también a malignidad celular presentes en las CSCs.

Los resultados de nuestro trabajo permiten describir el comportamiento de algunos
elementos moleculares en el CaP identificando a las CSCs en asociacion a ZEB1 y el gen
de pluripotencia Sox2, pudiendo utilizarse alguna de estas moléculas como patrén
diagnostico en estadios tempranos de CaP, y eventualmente con una proyeccion hacia la
sintesis de nuevos tratamientos, pudiendo de esta manera, llegar a la remision completa de

la enfermedad.
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8.- CONCLUSION

El silenciamiento de ZEB1 en Células DU145 de CaP:

1. Disminuye la expresion de marcadores de superficie celular de CSCs CD133 y

CD44, lo que nos permite asociar a ZEB1 con marcadores moleculares

caracteristicos de CSCs.

2. Disminuye la capacidad de autorrenovacion de estas células, caracteristica clave

para el fenotipo CSCs.
3. Reduce la capacidad de generar clones celulares, disminuyendo el nimero de clones
obtenidos, asi como también, el porcentaje de células indiferenciadas derivadas

desde estos clones, asociando a ZEB1 con el fenotipo CSCs.

4. Disminuye la expresion del gen de pluripotencia SOX2, sin inducir cambios en la

expresion de KLF4.
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ZEBL1 tiene un rol protagonico tanto en EMT como en la activacion del fenotipo CSCs, por
tanto es una molécula que participaria de forma directa en la evaluacién del prondéstico del
paciente con CaP. Como hemos descrito con anterioridad, el CaP es una patologia la cuél
presenta una reaparicion tiempo después de su tratamiento, esto ocurre principalmente por
la presencia de las CSCs, las cuales permanecen largo tiempo en el organismo (Figura 29).
Disponer de factores moleculares diagndsticos y/o pronosticos tempranos para el CaP, o
bien blancos moleculares que detengan la progresion de este, o que eliminen de manera

temprana la viabilidad de las CSCs, disminuiria la tasa de recurrencia de la patologia *.

E-cadherina

I E-cadherina

E-cadherina

E-cadherina

Figura 29: ZEBL1 y caracteristicas CSCS: ZEB1 induce la expresion de marcadores de

superficie celular CSCs CD133 y CD44, promueve la expresion del gen de pluripotencia Sox2.

No se evidencia relacion directa sobre KLF4.
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