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RESUMEN

Los exosomas liberados por las células tumorales epiteliales (Bulk) y las Céncer Stem
Cells (CSC), modifican el nicho tumoral y pre-metastasico. Anteriormente, se
identificaron miRNAs expresados diferencialmente entre estas dos poblaciones en el
cancer de prostata (CaP), y por andlisis bioinformético se describié su efecto sobre el
microambiente tumoral. El objetivo fue validar funcionalmente el efecto de los miRNAs
de estos exosomas en targets relacionados con la modificacién del microambiente

primario y pre-metastasico.

Las lineas celulares de osteoblastos humanos normales no diferenciados (hFOB1.19) y
fibroblastos de préstata (WPMY-1) fueron transfectadas con miRNAs expresados
diferencialmente en los exosomas: miR-100-5p (ambos tipos de células), miR-21-5p
(bulk), miR-139-5p (CSC) y let7c. Después de 48 horas, se evaluaron los cambios en la
expresién de MMP-2, MMP-9, MMP-13, RANKL, OPG, CatL, CatB, CatK, BMPR2,
TGE- 1, IL-8 y AR mediante qRTPCR y/o western blot y también, ensayos funcionales
de migracién e invasividad de células WPMY-1. En los fibroblastos transfectados con
miRNAs aumentd RANKL y la expresién de todas las MMPs, principalmente MMP-9.
En los osteoblastos transfectados, aumenté la expresién de RANKL y disminuyé la

expresién de OPG. El cambio de mayor magnitud se observo con miR-21.

A través de los exosomas, células de CaP reclutan células normales para favorecer su
crecimiento y extensién. Sus miRNAs aumentan la expresion de proteinas que crean un

microambiente favorable para la progresion tumoral y la metéstasis. MiRNA-21 tiene el

mayor efecto en la modificacién del microambiente, €s un posible blanco terapéutico.




ABSTRACT

Exosomes released by bulk and cancer stem cells (CSCs) modify the tumoral and pre-
metastatic niche. Previously, we identified miRNAs differentially expressed among these
two populations in prostate cancer (PCa) and by bioinformatics we described its effect on
tumoral microenvironment. The goal was to validate functionally the effect of miRNAs
from these exosomes on targets related with primary and pre-metastatic microenvironment

modification.

Normal human undifferentiated osteoblasts (WFOB1.19) and prostate fibroblasts (WPMY-
1) cell lines were transfected with differentially expressed miRNas in exosomes: miR-
100-5p (both cell types), miR-21-5p (bulk), miR-139-5p (CSCs) and let7c. After 48 hours,
changes in the expression of MMP-2, MMP-9, MMP-13, RANKL, OPG, CatL, CatB,
Catk, BMPR2, TGF-B1, IL-8 and AR were evaluated by western blot and gPCR, and

functional assays.

In fibroblasts the miRNAs increased RANKL and all MMPs expression, mainly MMP9.
In osteoblasts, the miRNAs increased RANKL and diminished OPG expression. The

greater magnitude change was observed with miR-21.

Through exosomes, PCa cells recruit normal cells to favor their growth and spread. Their
miRNAs increase expression of proteins that create a favorable microenvironment for

tumor progression and metastases. MiRNA-21 has the higher effect in modify

microenvironment, being a potential therapeutic target.




INTRODUCCION

El Cancer de Prostata (CaP) se desarrolla en la glandula prostética, tejido del tamafio de
una nuez, que rodea la uretra en la base de la vejiga de los hombres, y su funcion es
producir componentes del fluido seminal. La prostata deriva del tejido endodérmico, que
surge durante la embriogénesis tardia, como un evento inductivo que se genera gracias a
interacciones reciprocas entre el mesénquima y el epitelio del seno urogenital, este

proceso es dependiente del estimulo de andrégenos testiculares (Cunha, 2008).

El CaP es el segundo cdncer mds comun en hombres en los paises desarrollados. La
Sociedad Americana del cancer, realizd una estimacion de 220.800 casos nuevos que
serfan diagnosticados en Estados Unidos el afio 2015 y ocurririan 27.540 muertes
(American Cancer Society, 2015 a). La probabilidad de que un hombre desarrolle CaP a
lo largo de su vida, es de aproximadamente 1:7. A nivel nacional Globocan estima la
incidencia del cancer de prostata en 27,9 y la mortalidad en 15,6 por 100.000 habitantes
(Globocan, 2012). Se desarrolla principalmente en hombres de edad avanzada.
Aproximadamente, seis de cada 10 casos se diagnostican en hombres de 65 afios o mas.
A pesar de ello, un porcentaje pequefio de hombres, presenta CaP con menos de 35 afios.
La edad promedio al momento de realizarse el diagnéstico es de 66 afios (American

Cancer Society, 2015 b).

En la biisqueda de biomarcadores 6ptimos ha incrementado el andlisis de moléculas

desreguladas en el cancer, con la finalidad de aportar indicios en la deteccién y pronostico.




Ademds, nuevas moléculas y complejos moleculares se han identificado como factores
clave en el desarrollo del céncer. Este campo abarca vesiculas de tamafio pequefio, RNAs

no codificantes, miRNAs, genes mutados y componentes del sistema inmune.

1.1 Heterogeneidad y microambiente tumoral.

Los tratamientos actuales para combatir el CaP deben enfrentar la heterogeneidad intra
tumoral, que es una variable clave para entender la historia del tumor y el potencial de
respuesta a la terapia. Los cinceres humanos con frecuencia manifiestan heterogeneidad
intra-tumoral en caracteristicas como la morfologia celular, expresion de genes, el
metabolismo, la motilidad, capacidad proliferativa, inmunogénica, angiogénica, y el
potencial metastdsico (Heppner et al., 1998). En un estudio transcriptomico realizado a 25
tumores de CaP, se encontraron genes de fusion atipicos y expresion de vias moleculares
diferentes, dejando de manifiesto la diversidad tumoral, a pesar que los tumores eran del
mismo estadio clinico (Wyatt et al., 2014 ). Cada tumor desarrolla heterogeneidad dentro
de él, hay pocos eventos altamente recurrentes, y el paisaje molecular parece ser uno de
gran heterogeneidad bioldgica, donde cada tumor desarrolla una combinacién unica de
cambios somaticos, algunos de los cuales impulsan el desarrollo del tumor (Gay et al.,
2016). La heterogeneidad tumoral se desarrolla en conjunto con los cambios en el
ambiente que rodea al tumor, por lo cual el microambiente tumoral es un predominante

modificador del comportamiento celular.

El microambiente tumoral se estructura con todos los componentes externos que
contribuyen al desarrollo de la célula cancerosa. Los principales son: vasos linfaticos del

tumor y matriz extracelular, células endoteliales y pericitos, células inmunes infiltrantes
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y células estromales (Hannahan et al, 2012). Los efectos del microambiente tumoral en
las células cancerosas se relacionan con la regulacién de la proliferacién, apoptosis,
migracion e invasion. Su efecto es pleiotrépico y determinado por interacciones reciprocas
directas e indirectas de las células cancerosas con componentes de su microambiente
(Panagiotou O et al., 2015). La heterogeneidad tumoral se favorece por su microambiente,
permitiendo la aparicién de distintas poblaciones celulares en la masa tumoral. Dentro de
estas, hay una pequefia poblacion de células (cercana al 1%) con capacidad de auto-
renovacion, que serian las células iniciadoras de la progresién tumoral. Estas células se
denominan Cancer Stem Cells (CSC) o células madre del cancer, y su mecanismo de

accion se basa en la interaccion con el microambiente tumoral (Valent et al., 2012 a).
1.2 Progresidn del cancer: Rol de las CSC

La Heterogeneidad se desarrolla por componentes intrinsecos y extrinsecos del tumor. La
heterogeneidad intrinseca estd determinada por la genética, epigenética y propiedades
bioldgicas de las células cancerosas que contribuyen a su actividad oncogénica, mientras
que los componentes extrinsecos se relacionan con el microambiente que rodea al tumor,
el cual interactiia reciprocamente con las células cancerosas, permitiendo el desarrollo y
la progresion de la enfermedad neoplésica (Neelakantan et al, 2015). Las CSC tienen un
rol predominante en este escenario, presentan resistencia innata a las terapias
farmacolégicas, que a su vez se asocia con la persistencia y recurrencia de la enfermedad
(Valent et al 2012 b). Tienen la capacidad de extender la poblacién de sus células,
repoblando el tumor primario y cuando se establecen en el sitio de metdstasis, se

diferenciarian en otros tipos de células de céncer que constituyen la masa del tumor



secundario (Kreso et al, 2014). A pesar de que estas células poseen las propiedades de
latencia, auto-renovacion y pluripotencia, que son las mismas que tienen las células madre
de la prostata, el origen de ellas atin no esté claro. Se ha logrado aislar CSC, a partir de
células madre de tumores de prostata primarios, utilizando los mismos marcadores que se
utiliza para designar a las células madre epiteliales de la prostata. Estas CSC mostraron

una alta capacidad de auto-renovacion y diferenciacion AR + (Collins et al, 2005).

La principal diferencia entre CSC y las células madre epiteliales de préstata, es su
frecuencia de aparicion. Las células madre prostaticas estdn presentes en los tejidos en
una cantidad muy pequefia, por su parte, las CSC puede ser una poblacion importante de
la masa tumoral, sobre todo en el momento inicial de la metastasis (Jiang et al, 2012). La
proporcion de CSC en toda la masa del tumor puede ser diferente dependiendo del tipo de
cancer, y se ha propuesto una relacion entre la cantidad de CSC y el prondstico de la

enfermedad (Korski et al, 2014).
1.3 Exosomas: comunicadores intercelulares.

Los exosomas derivados de CSC podrian ser un elemento integral del modelo continuo de
la biologia de las células madre, influyendo en la diferenciacidon de células que es
condicionada por sefiales del trdnsito del ciclo celular y, posiblemente, por estimulos
ambientales (Quesenberry et al.,2010). Los exosomas de CSC podrian inducir cambios
fenotipicos en las células receptoras, a través de intercambio genético y de moléculas que
generan un vinculo funcional entre las células madre y el tejido residente en diversas

condiciones fisiologicas y patolégicas (Camussi et al, 2010).




Los exosomas presentan un didmetro entre 30-100 nm y se asemejan a las vesiculas
internas de los endosomas multivesiculares (Simons et al., 2009). Estas vesiculas
contienen RNA (principalmente miRNAs y RNAs no codificantes), DNA y proteinas,

todo el contenido es propio de la célula secretora. (Lin J et al., 2015).

La formacién de exosomas surgiria por invaginacién de la membrana de endosomas
tardios (Raiborg et al., 2003). Se acumulan en los cuerpos multivesiculares citosdlicos,
desde donde son liberados por la fusién con la membrana plasmatica. La liberacion de la
vesicula es particularmente activa en células proliferantes, como es el caso de las células
cancerosas, donde estas vesiculas pueden liberarse de forma continua (Yeh et al., 2015).
Los exosomas transfieren informacion, desde la célula secretora a la receptora por
interaccidn receptor-ligando, fusién con la membrana plasmatica y fagocitosis (Baietti et
al, 2012). La informacién contenida en los exosomas de células cancerosas, se ha asociado
a la tumorigénesis (Elmageed et al., 2014), crecimiento del tumor (Soldevilla et al., 2014),
angiogénesis tumoral (Zhou et al., 2014), resistencia a drogas (Wei et al., 2014),
interaccion estroma-tumor (Webber et al., 2015) y metdstasis tumoral (Costa-Silva et al.,
2015). Estas vesiculas contienen una gran cantidad de miRNAs, que serian influyentes en
los procesos fisiologicos asociados al céncer, que tienen un potencial de uso como

biomarcadores diagndstico y prondstico (Azmi et al., 2013).

Los exosomas son vesiculas secretadas por células normales y tumorales (Keller et al.,
2006). Ademas, se han identificado en fluidos como sangre, orina, saliva, leche materna
y liquido cefalorraquideo (Vlassov et al., 2012). La identificacién de biomarcadores del

cancer como PCA3 y el gen de fusion TMPRSS2-ERG en los exosomas, plantea el




importante rol que cumplirfan en el desarrollo y metéstasis del cancer (Mitchell et al.,
2009). Los exosomas podrian ser identificados en una prueba no-invasiva, para el
diagnoéstico y control de la enfermedad (Zhang et al., 2015). Los miRNAs de los exosomas
regulan la expresion génica a nivel post-transcripcional, a través de la via de interferencia
de RNAm (Hannafon et al., 2013). Es por esto, que se ha generado un especial interés por
caracterizar a los miRNAs presentes en los exosomas y definir su rol en la progresion de

CaP.
1.4 miRNAs: Biogénesis y accion en el cancer.

Los miRNAs son moléculas de 22 a 24 nucledtidos, que desempefian una funcién
reguladora de los RNA mensajeros (RNAm). La biogénesis de los miRNAs es un proceso
que comienza en el niicleo, donde los genes de miRNA son transcritos por la RNA
polimerasa II, para formar miRNA primario (pri-miRNAs). Luego, la endonucleasa
RNasa III Drosha junto a la proteina DGCRS, (una proteina de unién a RNA de doble
hebra, que estabiliza Drosha, a través de la interaccién con su dominio C-terminal) corta
el pri-miRNA, para liberar una horquilla denominada pre-miARN, que se transporta
activamente al citoplasma por Ran-GTP y exportina-5 (Han et al, 2004). Aqui ocurre su
maduracién, donde Dicer escinde la molécula de pre-miRNA en un miRNA
monocatenario maduro y, luego el miRNA maduro se une a las proteinas de la familia
argonauta (argonauta 2) y se ensambla formando el complejo de silenciamiento inducido
(RISC) con el fin de ejercer su funcién fisiolégica (Cai et al., 2004). Después de ser
incorporado en el RISC, el miRNA maduro induce silenciamiento génico post-

transcripcional. Hay al menos 3 posibles mecanismos por los que los miRNA median la

6




inhibicién de la expresion génica: la hibridacién y la degradacién de RNAm diana,
inhibicién de la traduccién durante las fases de iniciacion o elongacién (Eulalio et al.,

2008) y degradacién del RNAm, a través del reclutamiento de cuerpos P (Liu et al., 2005).

Se ha identificado que un solo miRNA puede reprimir més de 100 mRNAs, en promedio,
y més del 60% de los genes que codifican proteinas humanas son objetivo de los miRNAs
(Urgese et al., 2016). La expresion de los microRNAs estd con frecuencia desregulada en
los tejidos cancerosos, y muchos miRNAs se encuentran en sitios gendmicos que son

comunmente eliminados o amplificados en varios tipos de cancer (Lu et al., 2005).

Los miRNAs liberados de forma pasiva de las células normales o tumorales, pueden ser
preferentemente empaquetados en los exosomas, que proporcionan un efecto protector
otorgéndole estabilidad a los miRNAs extracelulares (Cheng et al., 2014). Estos miRNAs
tendrian un efecto en el microambiente tumoral, promoviendo la activacién de los
fibroblastos y contribuyendo a la angiogénesis, la degradacién de la matriz extracelular y
la remodelacién del estroma, procesos fundamentales para la progresién tumoral y la

metastasis (Su et al., 2014: Chang et al, 2008).
1.5 Estroma reactivo y transicion epitelio-mesénquima

Los miRNAs promueven la generacion del estroma reactivo, una adaptacién caracteristica
de los CaP con progresién tumoral. El estroma normal se compone principalmente de
fibroblastos, células musculares lisas, y una matriz extracelular rica en fibras de colageno.
Otras células constituyentes en el compartimiento del estroma incluyen células

endoteliales, las fibras nerviosas auténomas junto a sus ganglios asociados, y células




inmunes. Durante el desarrollo de los tumores, hay una modificacion del estroma que los
rodea, caracterizada por una desorganizacion estructural, con una alteracién en la
composicion de la matriz extracelular y la aparicion de los fibroblastos activados

asociados a cancer (CAF). (Clark et al, 2013 a).

En el tumor se observa una acumulacion de CAF que influyen en la iniciacidn, la
progresion y la respuesta al tratamiento de la enfermedad (Yamashita et al., 2012). Estos
CAF se originarian por cambios en los fibroblastos que conforman normalmente el
estroma y esta modificacién se favoreceria por la accion de exosomas (Li M et al., 2016).
En un estudio se identifica a los exosomas de CaP como un factor potente para controlar
la diferenciacién funcional de BM-MSC (células madre mesenquimales de la médula

6sea) hacia un CAF pro-angiogénicos y pro-invasivos (Chowdhury et al, 2015 a).

El estroma reactivo posee la capacidad de revertir el fenotipo de células diferenciadas, por
lo que se presume que podria estar implicado en la generacién de CSC (Hannahan et al.,
2011). El estroma prostdtico normal se compone principalmente de miofibroblastos,
mientras el estroma reactivo esta compuesto principalmente por CAF con una disminucidn
significativa de miofibroblastos (Clark et al, 2013 b: Tuxhorn et al., 2011). Los CAF
consisten en una coleccion heterogénea de células que expresan diferentes marcadores,
como, proteina activadora de fibroblastos, proteina especifica de fibroblastos, alfa actina
de musculo liso, y receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas.
Subpoblaciones de CAF aisladas de pacientes con CaP, tienen caracteristicas bioquimicas

especificas, posiblemente como resultado de las influencias localizadas de poblaciones



heterogéneas adyacentes de las células epiteliales tumorales, y se ha observado, que

algunos subtipos CAF son mds tumorigénicos que otros (Higglsf C & Bergh A, 2012).

A diferencia de lo que ocurre en otras patologias prostéticas, como la hiperplasia benigna,
en el CaP ocurre una remodelacién de la matriz extracelular y la invasién de las células
tumorales en el estroma. El estroma tumoral se desarrolla de forma simultinea, por
cambios a nivel celular y del ambiente local, junto con los cambios que causan la
inmortalizacién de células epiteliales. Existe una evolucion gradual del microambiente del
tumor, que incluye cambios en el estroma normal por accion de la progresion de las células
del tumor primario, modificando el nicho primario por la remodelacién de la matriz
extracelular. Induciendo la migraciéon de células de céncer local a la metéstasis

(Cammarota & Laukkanen, 2016).

En el CaP, los CAF contribuyen a mejorar el potencial de crecimiento de CSC al aumentar
el indice de proliferacién de células cancerosas, a través de sefiales paracrinas (Adisetiyo
et al., 2014). El estroma reactivo secreta factores de crecimiento y proteinas de
remodelacién de la matriz extracelular, principalmente metaloproteinasas de matriz
(MMPs) y catepsinas, promotoras de la progresién y metastasis tumoral (Barve et al.,
2014). Las mds estudiadas son las MMPs, estas proteinas estdn implicadas en la
degradacién de los componentes de la matriz extracelular del estroma, tales como

colageno y fibronectina (Lu P et al, 2011).

Varios estudios han demostrado que los exosomas derivados de células estromales,
también pueden interactuar con las células cancerosas e intercambiar factores pro-

oncogénicos, presentes en el estroma reactivo (Luga et al, 2012), favoreciendo un proceso
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denominado transicién epitelio-mesénquima (EMT). Mediante este proceso, las células
epiteliales cambian su fenotipo y comportamiento, de epiteliales a uno similar a las células
mesenquimales. Lo que se traduce en un aumento de la motilidad, invasividad y cambios
en los componentes de la matriz extracelular que sintetizan. EMT confiere a las células
cancerosas la capacidad de invadir la membrana basal y migrar hacia sitios distantes
generando la metéstasis (Kalluri et al., 2009). Se ha demostrado la capacidad de los CAF
derivado del tumor o los exosomas de estas células, para inducir el fenotipo EMT en las
células cancerosas (Yu et al., 2014). CAF secretaria quimioquinas que convierten a las
células epiteliales cancerosas en células mesenquimales, ejerciendo una reprogramacién
metabélica de las células cancerosas, mediante la induccion de un cambio fenotipico

(Fiaschi et al., 2012).
1.6 Remodelacion 6sea y metastasis de CaP

Los cambios que generan el estroma reactivo y la EMT fomentan el avance del tumor
fuera de la prostata, proceso que se desarrolla predominantemente en el hueso. En
condiciones normales, el hueso presenta una constante remodelacién caracterizada por un
regulado equilibro entre la resorcién 6sea mediada por los osteoclastos y la formacién de
hueso nuevo por parte de los osteoblastos (Florencio-Silva et al., 2015). La desregulacién
en este equilibrio, no es un evento exclusivo del céncer, sino comiin a muchos trastornos
0seos, como artritis y artrosis. El CaP metastésico, generalmente es considerado como una
lesién de tipo osteoblastica, la que también es acompafiada por actividad osteocléstica
anormal (Guise, 2010). Los osteoclastos y osteoblastos ayudarian a la formacién de un

nicho fértil, para el establecimiento de células cancerosas. Se realizan interacciones con
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las células del CaP, que fomentarian un aumento de quimioquinas en el onco-nicho,
promoviendo el desarrollo de la metastasis 6sea. Los factores secretados por el tumor
promueven el homing drgano-especifico (Jacob et al., 1999). Se identifica una abundancia
de TGF-B, en el entorno del hueso, que podria actuar como un quimio-atrayente de células

de CaP al hueso (Suzman et al., 2014).

La supervivencia de las células malignas que forman micrometastasis en el 6rgano
receptor no estd garantizada, ya que pueden existir diferencias entre el microambiente del
tumor primario y el sitio de metastasis. Para que se produzca la adaptacion del nicho pre-
metastasico, se despliegan mecanismos para modificar el microambiente. Para ello, junto
con células estromales, establecen una red de sefializacién para promover su crecimiento,
satisfacer las demandas metabdlicas para la sintesis de proteinas pro-angiogénicas, con el
fin de formar nuevas redes vasculares y facilitar su supervivencia inicial en el nuevo

ambiente (Arvelo et al., 2016 a).

La metastasis es un proceso en gran medida ineficaz, en modelos animales sélo el 0,01%
de las células tumorales que entran en el torrente sanguineo, generan con éxito un tumor
secundario (Fidler, 1970). El comienzo de la metéstasis se desarrolla con la difusion de
las células de céancer, desde su sitio de origen hacia un 6rgano distante (Lugassy &
Escande, 1997). La mayor complicacién que manifiesta el CaP es la metdstasis Gsea,
desarrollada en mas de un 80% de los pacientes que mueren a causa de esta enfermedad
(Ziaee S et al, 2015). En pacientes con metastasis Osea prostitica, se observa un aumento
en la resorcién 0sea y la osteoclastogénesis espontdnea (Roato et al, 2008). La regulacion

de las células dseas esta mediada por la activacion o inhibicidn de factores fundamentales
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para la diferenciacion de ellas, entre las que se incluyen las proteinas RANKL y OPG.
RANKL es una proteina unida a la membrana celular expresada principalmente en la
superficie de los osteoblastos y las células estromales de la médula 6sea, se une a su
receptor RANK en la superficie de los precursores de osteoclastos, estimulando su
diferenciacién a osteoclastos maduros. OPG es un receptor sefiuelo de RANKL, que
también es producido por osteoblastos y células estromales dseas y puede prevenir la
destruccion 6sea mediante el bloqueo de la unién entre RANKL y RANK, inhibiendo de
este modo la diferenciacién y activacion de osteoclastos (Boyce et al., 2008). La
desregulacion del sistema RANK /RANKL / OPG se ha detectado en CaP (Chen G et al,

2006).

La metastasis se conforma por un proceso multicelular, donde los agentes primarios de la
generacion del nicho son miltiples y provienen de distintos origenes. El establecimiento
de las CSC en el nicho pre-metastdsico se presume como un hito determinante en la

generacion de la lesion dsea.
1.7  NGS de miRNAs de exosomas de pacientes con CaP

Con el fin de caracterizar el efecto de los miRNAs de exosomas en la progresion tumoral
y ¢l establecimiento del nicho pre-metastasico, se ha establecido un modelo que permiti6
estudiar las CSC del CaP, mediante un método de enriquecimiento de cultivos primarios.
En un estudio preliminar, se reclutaron 5 pacientes con CaP localizado, en el hospital
clinico de la Universidad de Chile. Se obtuvieron muestras de sus prostatas, tras ser
sometidos a Prostatectomia radical, las que después del anélisis histologico se clasificaron

en tumores con estadios intermedios (con estadio Gleason 6-7). De estas muestras, se
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obtuvo 5 cultivos primarios, tras el siguiente procedimiento: las células epiteliales de CaP
fueron disgregadas mecanicamente, luego se realizd una digestion enzimatica del tejido,
seguido de la formacion del cultivo de células adherentes en su medio especifico. A este
cultivo inicial compuesto principalmente por las células epiteliales constituyentes de la
masa tumoral, se le denominé “bulk”. A partir de estos cultivos, se realizd el aislamiento
y el enriquecimiento de células CSC, mediante la técnica de Magnetic-associated a cell
sorting (MACS) en base a anticuerpos acoplados a los microbeads magnéticos. Luego de
21 dias, se obtuvo prostatosferas enriquecidas en torno a un 95% de CSC obtenidas por
medio de una seleccién con los marcadores CD44 +/ CD133 +/ ALDH +/ ABCG2 +/

CD24-, tal como se describe anteriormente (Castellon et al., 2012).

De los 5 cultivos de células bulk y 5 de CSCs se extrajeron exosomas, de los cuales se
obtuvieron los miRNAs. La caracterizacion de estos miRNAs fue realizada mediante
secuenciacién masiva (NGS), a través de la plataforma Ilumina Hiseq2000. El fin de este
estudio, es establecer las diferencias de expresion de los miRNAs que modificarian el
nicho primario (a través de los exosomas de células bulk) y el nicho pre-metastasico (por

accion de los exosomas de CSC).

En primera instancia, se evalué la calidad e integridad del material genético por
bioanalizer mediante Small RNA Chip. El anélisis de las células tumorales bulk y CSCs,
demostrd una abundancia y pureza de los RNAs de tamafio pequeiio suficiente para una

obtencién adecuada de los perfiles de miRNAs pertenecientes a las muestras.

Los datos obtenidos por NGS se analizaron en distintos niveles (Sistemas genémicos,

2014): Se identificaron un total de 1839 especies de miRNAs, de las cuales 990 fueron




especies de miRNAs conocidos. Del total de miRNAs, 223 presentaron expresion
diferencial, comparando las muestras de exosomas bulk y CSCs. (127 fueron miRNAs
conocidos y 98 potencialmente nuevos miRNAs). De estas 223 especies diferencialmente
expresadas, s6lo 26 presentaron una diferencia estadisticamente significativa: 19 especies
conocidas y 7 nuevas. Se desprende del andlisis de estas 19 especies, que el contenido de
miR-100 es el més abundante, seguido por miR-21, siendo este el que se encuentra con
una alta expresién en exosomas de células bulk y miR-139 altamente expresado en
exosomas de CSC (Sanchez et al, 2016 a). Se ha demostrado que estos miRNAs tienen
accion en el cancer. El miRNA més abundante, miR-100 estaria implicado en la induccién
de la EMT (Cheng D et al., 2014 a). Aunque se conoce como un supresor tumoral en varias
investigaciones, su papel seria mas bien dependiente del contexto (Zhang et al., 2009). En
CaP una alta expresion actuaria como un oncomiR, alterando el control del ciclo celular y
promoviendo la inestabilidad genémica (Leite K et al., 2013). Mir-21 es uno de los
miRNAs maés estudiados en céncer y se encuentra relacionado con la mayoria de los
eventos cancerosos, siendo reconocido como un oncomiR en la mayoria de los tipos de
cancer (Nouraree N et al., 2013: Dey N et al., 2012: Zhang B et al., 2012). Mir-139 se
presenta como un importante modificador de la via de diferenciacion 6sea (fundamental
para la metéstasis dsea osteoblastica) y se encuentra desregulado en los tipos de cancer

que generan tumores 6seos, como cancer de mama u osteosarcoma (Li H et al., 2015:

Pefia-Chilet M et al., 2014).
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Hipbtesis

Con los antecedentes previamente descritos, se planted la siguiente hipédtesis: “Los
miRNAs sobreexpresados de exosomas de CaP liberados en el nicho tumoral primario y
pre-metastasico, modificarian el microambiente de las células que normalmente habitan

ese nicho, favoreciendo la remodelacién de la matriz extracelular, modificacién de

fibroblastos y maduracion de osteoblastos™.

Con el fin de demostrar la hipétesis, se planted como objetivo general del trabajo:
Caracterizar el efecto de microRNAs presentes en los exosomas de Cancer Prostético en
células que normalmente habitan el nicho prostatico (células estromales prostaticas) y pre-
metastasico (osteoblastos). Para cumplir el objetivo general fueron planteados los

siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto de miRNAs sobreexpresados en exosomas de CaP sobre los
niveles de expresion de RNAm y protefnas relacionadas con la produccion de matriz 6sea

y remodelacion en los fibroblastos de prostata.

2. Evaluar el efecto de miRNAs sobreexpresados en exosomas de células de CaP
sobre los niveles de expresion de RNAm y proteinas relacionadas con la maduracion de

osteoblastos.

3. Evaluar el efecto de la transfeccion de miRNAs sobreexpresados en exosomas de

CaP en la capacidad de invasion y migracién de los fibroblastos de prostata.

Con el fin de dar cumplimiento a estos objetivos, se selecciond 4 miRNAs

sobreexpresados en exosomas de CaP, de acuerdo al andlisis por NGS, para transfectar
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osteoblastos y células estromales prostaticas humanas, y medir el efecto a nivel de RNAm,
proteinas y ensayos funcionales. En el CaP avanzado, aumentan los CAF, que fomentan
la progresion tumoral y la EMT. Los osteoblastos maduros, aumentan el reclutamiento de
osteoclastos, fomentando la actividad osteobléstica y osteocldstica, fendmeno que se
incrementa en el CaP. En el presente estudio, se mide el efecto de los miRNAs en la
remodelacién de fibroblastos y generacion de osteoblastos maduros, células que
fomentarian la progresion tumoral y el establecimiento del nicho pre-metastasico. Los
miRNAs seleccionados son miR-100-5p (el miRNA maés abundante en los exosomas),
miR-21-5p (el segundo miRNA mads abundante y el que presenta mayor diferencia de

expresion), miR139-5p (que presenta un alto efecto en la diferenciacién de osteoblastos)

y Let7c¢ (control positivo del efecto generado por la transfeccion de miRNAs).




MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares

Las lineas celulares fueron adquiridas en ATCC, hFOB 1.19 (ATCC ® CRL-11372™:
osteoblastos humanos) y WPMY-1 (ATCC® CRL-2854™: fibroblastos humanos), fueron

seleccionadas para medir el efecto de los miRNAs.

hFOB 1.19: Las células cultivadas a una temperatura de 33,5°C exhiben una rédpida
divisién celular (36 horas) y su estado de diferenciacién es inmaduro, mientras que a una
temperatura de 39,5°C oclirre una baja tasa de divisién celular (96 hrs) y los osteoblastos
completan su proceso de maduracion. Esta linea celular fue establecida por la transfeccion
de tejido con el vector de expresion sensible a la temperatura pUCSVtsA58 y el vector de
expresion resistente a la neomicina pSV2-neo. Se seleccionaron los clones en presencia
de 0,6 mg / ml de G418. El medio base para esta linea celular es una mezcla 1:1 de medio
Eagle modificado por Dulbecco Ham F12, con 2.5 mM L-glutamina (sin rojo fenol). Para
el medio de crecimiento completo, se agrega al medio base: 0,3 mg / ml de G418 y SFB
10% de concentracién en base al volumen final. Para los experimentos realizados, las

células se cultivaron a 33°C y el recambio de medio fue cada 2-3 dias.

WPMY-1: Las células estromales de miofibroblastos, derivan de la zona periférica de la
prostata de un adulto normal (54 afios, caucésico). Poseen un gen del antigeno SV40-T en
un plasmido pRSTV. Pertenecen a la familia de células derivadas de la préstata. El medio

base de estas células es Eagle modificado por Dulbecco. Para el medio completo se agrega
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SFB a una concentracion final de 5%. Las células se cultivaron a 37 °C y el recambio de

medio se realizd cada 48 horas.

Transfeccién de miRNAs imitadores con lipofectamina

Los miRNAs seleccionados para la transfeccion fueron: hsa-miR-139-5p (478312_mir),
hsa-miR-100-5p (478224 mir), hsa-miR-21-5p (477975_mir) y let-7c (4464081_mir). La
determinacion de miRNAs candidatos fue basada en el andlisis de NGS realizada a las
muestras de exosomas de CaP. Let7c se utiliz6 como control positivo de la transfeccion.
Ademas, se transfectd las células con un FAM miR-negativo (AM17012), con el fin de
corroborar que los resultados fueran generados por el efecto de los miRNAs y no debido
a la técnica. Los miRNAs imitadores (mirVANA, Lifetechnologies) se transfectaron a una

concentracion de 25 nM.

Las células hFOB 1.19 y WPMY-1, fueron cultivadas bajo condiciones descritas
previamente, en 6 placas de 100 mm, hasta obtener una confluencia de 50-60% al
momento de la transfeccién. Al momento de la transfeccion se prepard un mix compuesto
por opti-MeM (2 mlL, Lifetechnologies), lipofectamina RNAimax (20pL,
Lifetechnologies) y uno de los miRNA imitadores (60pnL, Lifetechnologies) por placa:
miR-139, miR-100, miR-21, Let7c y miR-negativo. Se dejé una placa como control, que
fue tratada de igual manera, omitiendo algin miRNA imitador. Cada mix se dej6 20
minutos a temperatura ambiente, antes de la transfeccién. Las células se lavaron 3 veces
con PBS 1X y, posteriormente se agregd la mezcla a cada placa. Las células hFOB 1.19

se cultivaron a 33°C y WPMY-1 a 37°C. Luego de 6 horas post-transfeccion, se agregd 2
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mL del medio de cultivo suplementado para cada linea celular, 48 horas después se

recogieron las células, para extraer el RNA y proteinas totales de cada tratamiento.

Extraccién de RNA v proteinas

Dos dias después de la transfeccion, las células se tripsinizaron y se centrifugaron a 2000g
por 5 minutos a temperatura ambiente (2 veces, agregando PBS para lavarlas), finalmente

fueron resuspendidas en 1 mL de PBS 1X frio.

La extraccién de proteinas y RNA se realizé con el Kit Paris (Lifetechnologies). Se
siguieron las indicaciones del protocolo, dividiendo el volumen total de lisado en 2 para

la extraccién de RNA y proteinas.

El lisado del cual se obtuvo las proteinas, se colocd en hielo 10 minutos, se agregd 200 o
400 uL de Tampén Ripa (dependiendo de la concentracion del lisado) y se pasé por aguja
varias veces para asegurar la ruptura celular. Posteriormente, se centrifugd a 16.000g y se
agreg6 coctel de inhibidor de proteasas (miniEDTA, Roche). Se guardaron las proteinas a

-20°C.

Ellisado del cual se realiz6 la extraccion de RNA, se mezclé con igual volumen de tampdn
de Lisis y se agregd un volumeh igual de etanol 100%. Luego, se cargd la muestra en un
filtro y se centrifugd a 10.000 g por 1 minuto. La solucion que atravesé el filtro fue
descartada y el filtro fue lavado con 700 pL de solucion de lavado 1, se centrifugd a
10.000g y se descarto el filtrado. Se lavé nuevamente la columna, 2 veces, con 500 pL
de solucién de lavado 2/3. Finalmente, se eluy6 el RNA con 50uL de solucion de elucién

precalentada a 95°C.
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Transcripcion reversa

Se realizd la reaccidén de transcripcion reversa (RT) con 1,5 pg de RNA (medido por
Nanodrop). La reaccion de RT-PCR fue realizada con un tratamiento previo con DNasa,
con el fin de eliminar el DNA gendmico. De cada lisado celular se generd una mezcla de
reaccién general, con 1 pL Dnasal (Promega), 1pL tampén Dnasa I 10X (Promega), un
volumen de lisado con una concentracién de 1,5 pg (volumen variable) y agua ultrapura
(el volumen final del lisado y agua es 8 pL). Cada reaccion de 10 pL, se incubé 30 minutos
a37°C y luego, se agregd 1 puL de solucioén de detencion de la Dnasa. Después se incubd
cada muestra a 65°C por 10 minutos y transcurrido ese tiempo se agregd 1uL de partidores
aleatorios (Promega), para la sintesis de ¢cDNA. Se incubé a 70°C por 5 minutos,
transcurrido este tiempo, las muestras se dejaron inmediatamente en hielo. Finalmente, se
agregé: 4pL de tampén MMLV (Promega), 4uL. DNTPS (2.5 mM) y 1pL de MMLV
transcriptasa reversa (Promega). Se mezcld con la muestra tratada con Dnasa y se incubd
60 minutos a 37°C, 10 minutos a 72°C y se conservd a 4°C. Los ¢cDNAs obtenidos se

mantienen a -20°C.
PCR cuantitativo (qPCR)

Lareaccion de qPCR general, se realiz6 con 10 uL del reactivo master mix I SYBR Green,
1uL de partidor adelantado (10 mM), 1pL de partidor reverso (10 mM), agua y 1 pL de
cDNA . En el caso de GAPDH se utiliz6 0,3pL de partidor adelantado (10mM) y 0,3puL
de partidor reverso (10mM). La lista de los partidores, se adjunta en la tabla suplementaria
1. La reaccién se realizé en un termociclador Light Cycler 480 (Roche) utilizando el

siguiente programa: Pre-incubacién (95°C, 10 minutos), Amplificacién de 45 ciclos (95°C
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10 segundos, 60°C 15 segundos y 72°C 20 segundos), Curva de calentamiento (95°C 5

segundos, 65°C 1 minuto y 97°C continuo) y enfriamiento (40°C 10 segundos).

El nivel de expresién de cada RNAm estudiado, se obtuvo mediante el analisis de los
resultados obtenidos con los Ct en el gPCR. Cada muestra fue normalizada por GAPDH.

La formula utilizada fue:

2-AACt

Donde 2 corresponde a la eficiencia de amplificacion de los partidores (en el caso de genes
con eficiencia muy cercana o igual a 2) y AACt: (Ct objetivo- Ct constitutivo) tratamiento-
(Ct objetivo-Ct constitutivo) control. En genes con eficiencias no aproximables a 2, se
utiliz6 la siguiente férmula: EACt tratamiento, gACt control Tyonde E es la eficiencia de cada

partidor.
Western Blot

Se realizaron geles de acrilamida con una concentracién de 10% o 12%. Se cargaron 20
pg de protefnas, extraidas de cada experimento de transfeccion. Se agregd a las muestras
tampon de carga al 20% con respecto al volumen final. Las muestras se calentaron a 95°C
por 5 minutos, tras cargar las muestras en el gel, la corrida de los geles se realiz6 en 2
condiciones: a 75 Volts (gel concentrador, aproximadamente 30 minutos) y luego, 150
volts (gel, separador, aproximadamente 1 hora). Se incluyé un peso molecular (Page ruler
plus, thermofisher), para identificar el tamafio de las proteinas de interés. Luego de la
separacion, por electroforesis, los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se

realizé una transferencia hiimeda a 100V (voltaje constante) por 1 hora. Transcurrida la
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transferencia, se verificé la eficiencia, tifiendo las membranas con rojo ponceau.
Posteriormente, se incub6 con el anticuerpo primario toda la noche o 1 hora a temperatura
ambiente (s6lo para el caso de B-actina). El listado de anticuerpos y las diluciones se anexa
en la tabla suplementaria 2. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos en agitacion suave, a
temperatura ambiente con tampén TBS-T. Luego, se incubd 1 hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario indicado para cada anticuerpo primario en dilucién
1: 10.000. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos a temperatura ambiente con TBS-T y 2
lavados de 5 minutos con TBS 1X, ambos en agitacién suave. El revelado se realizd con
sustrato de peroxidasa para la quimioluminiscencia (Ecl, thermofisher), se agregé a la
membrana igual volumen de solucién 1 y solucién 2 de ECL y se dejé la membrana con
los reactivos en oscuridad por 5 minutos. Se evalué la intensidad de Ila
quimioluminiscencia, mediante el scaner c-digit (Li-Cor Biosciences). La normalizacion
del western blot se realizé con respecto a los niveles de expresion de la proteina B-actina

y se calculd una relacién entre Proteina analizada/proteina b-actina para cada tratamiento.

Ensavo de migracion Transwell

El ensayo de migracion se realiz6 mediante la transfeccién con miRNAs imitadores, bajo
las mismas condiciones descritas anteriormente. A las 24 horas post transfeccion, las
células se recogieron y se sembraron en pocillos con membrana microporosa (Transwell,
Corning) con una membrana de 6.5 mm de poro, que permite a las células migrar hacia la
parte inferior del pocillo. Se sembraron en la parte superior del pocillo con membrana
microporosa, 5.000 células en un volumen de 100 pL de medio de cultivo suplementado

con 0,1% SFB. El medio de cultivo debajo del pocillo, tenia una concentracién de 10% de
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SFB, favoreciendo la migracién hacia la parte inferior. Transcurridas 20 horas de la
siembra, se removieron mecanicamente las células alojadas en la parte superior del pocillo
microporoso, esto con el fin de observar exclusivamente las células de la parte inferior y
analizar el desplazamiento por microscopia. Las células fueron fijadas 10 minutos con
etanol y tefiidas 5 minutos con cristal violeta 1% p/v. Luego, las células fueron observadas
al microscopio de campo claro y con un aumento 10X, se tomaron fotos de 7 campos al

azar por cada ensayo y se contaron las células presentes.

Ensayo de migracién cierre de herida

Este ensayo fue realizado en las células WPMY-1 para medir su desplazamiento, luego de
realizar una herida. Estas células tienen una tasa de divisién celular de 48 horas, por lo
que todos los experimentos se realizaron a las veinte horas post herida. Se transfectaron
las células como se describi6 anteriormente y 24 horas después, fueron sembradas 75.000
células en pocillos de 2 cm? (placa de 24 pocillos). Veinticuatro horas después, se realizé
la herida con una punta de pipeta de 200uL, y tras veinte horas, se analizé el
desplazamiento de estas células hacia la zona de la herida. Las células fueron fijadas 10
minutos con etanol y teflidas 5 minutos con cristal-violeta 1% p/v. Las células se
observaron en un microscopio de campo claro y un aumento de 10X, se tomaron
fotografias al minuto 0 y luego a las 20 horas y se evalué el desplazamiento del frente de

herida en todas las transfecciones.
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Estadistica

Las transfecciones con miRNAs de las células WPMY-1 y hFOB 1.19, se hicieron en
triplicado. Cada experimento de qPCR fue realizado en triplicado para cada transfeccion
(n=9 en total) y de cada western blot n=3 en total. Los ensayos de migracion e invasividad,

también fueron realizados con n=3.

La normalizacién del qPCR se realizé con respecto al gen constitutivo GAPDH y la
cuantificacion relativa de la expresion de los objetivos, fue calculada por el método AACt

descrito anteriormente. La normalizacién del western blot, se realiz6 respecto a B-actina.

Se utilizé la prueba no paramétrica U Mann Whitney, que permitié comparar el efecto de

las condiciones de tratamiento en muestras aleatorias independientes.
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RESULTADOS

1) Evaluacién de la eficiencia de la transfeccion de miRNAs imitadores en

células WPMY-1y hFOB 1.19.

Se evalud la efectividad de la transfeccion de cada miRNA en estudio, evaluando la
inhibicion de la expresién de RNAm de blancos comprobados en literatura (Tabla 1), para
las células WPMY-1 (Figural) y hFOB 1.19 (Figura 2). Los blancos seleccionados son
directos en la inhibicién de los miRNAs estudiados. La eficiencia de amplificacién de los
partidores se especifica en los anexos (tabla suplementaria 3). En ambas lineas celulares
tratadas con miRNAs imitadores, se observé una disminucién en los niveles de expresion
del RNAm blanco con respecto a los niveles de RNAm basales. Una disminucién mayor
al 60% se considera producto de una inhibicién de la expresién del RNAm, debido a una

transfeccion eficiente.

Tabla 1: Blancos de inhibicién de cada miRNA, utilizados para la eficiencia de la

transfeccion de los miRNAs imitadores en las células WPMY-1 y hFOB 1.19.

miRNA imitadores Blanco
miR-100-5p BMPR2
miR-21-5p P63
miR-139-5p OPG
Let7c AR

La transfeccion con los miRNAs en los fibroblastos WPMY-1 (Figura 1) disminuy6 su

expresion con respecto a la expresion relativa de las células control, por sobre el 77% en
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todos los experimentos: 97,3% en BMPR2, 77,3% en P63, 86% en OPG vy 94,8% en AR.
La transfeccion con miRNA negativo produce un leve aumento no significativo respecto
de la expresion basal. Estos resultados nos indican, que la inhibicién se atribuye al efecto

de los miRNAs y no a la técnica.

Eficiencia de la transfeccién en células WPMY-1
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Figura 1: Eficiencia de la transfeccion en células WPMY-1 con relacién a la
expresion relativa de RNAm blanco. La condiciéon control son las células no
transfectadas y su expresion se utilizo como nivel basal de expresion, y se normalizé en
base al método AACt GAPDH. Las columnas en amarillo representan la expresion de
RNAm basal de cada blanco, las columnas rojas representan la expresion de RNAm
blanco de las células transfectadas con miRNAs y las columnas verdes la expresion de
RNAm blanco de las células transfectadas con miRNA negativo. Las barras negras indican

la desviacion estandar (N =9). * =p < 0,05 comparado con las células control.
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En osteoblastos, se midi6 la expresion de los RNAm blanco tras la transfeccion respecto
de la condicion control (Figura 2). En las células trasfectadas, se observé una disminucion
mayor al 72% en todos los casos: 92,2% en BMPR2, 73% en P63 y 90,1% en OPG. No
se midio la eficiencia de Let7c en hFOB 1.19, ya que no se expresa el blanco (AR). Let7¢
se utiliz6 como control positivo, su efecto en la transfeccion se encuentra comprobado en

literatura, por lo que no se busco un nuevo blanco de Let7c para las células hFOB 1.19.

Eficiencia de la transfeccion en células hFOB 1.19
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Figura 2: Eficiencia de la transfeccion en células hFOB 1.19 con relacion a la
expresion relativa de RNAm blanco. La condicion control son las células no
transfectadas y su expresion se utiliz6 como nivel basal de expresion, y se normalizd en
base a AACt GAPDH. Las columnas en amarillo representan la expresion de RNAm basal
de cada blanco, las columnas rojas representan la expresion de RNAm blanco de las
células transfectadas con miRNAs y las columnas verdes la expresion de RNAm blanco
de las células transfectadas con miRNA negativo. Las barras negras indican la desviacion

estandar (N =9). *p < 0,05 comparado con las células control.
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Una vez que se verificd la eficiencia de la transfeccion, se evaluaron los cambios en los
niveles de expresion de RNAm objetivos: MMP-2, MMP-9, MMP-13, CatL, CatB, OPG,
RANKL, TGFB-1, AR, IL-8 y BMPR2. Moléculas que se encuentran desreguladas en el

CaP, que se encontrarian rio abajo del blanco de inhibicion.

2) Efecto de los miRNAs sobreexpresados en exosomas de células de CaP en
células WPMY-1 con respecto a la expresioén de proteinas relacionadas con la

progresion tumoral.

Se evalud el efecto de la transfeccion de miRNAs imitadores en las células WPMY-1, a
nivel de RNAm mediante qRTPCR y proteinas por western blot. Los RNAm candidatos
fueron elegidos considerando su rol en la progresién tumoral (MMPs, catepsinas y TGF-
B1, principalmente) .El objetivo de este experimento fue evaluar si la sobreexpresion de
estos miRNAs en las células WPMY-1, producen una disminucién o aumento de la
expresion de los RNAm candidatos. El aumento o disminucion de la expresién de RNAm
se midid con respecto a las células control que se normalizé en 1. Para evitar la dispersion
de las diferencias de expresion, se calculé el Log base 2 de cada resultado, donde la
expresion de las células control se normaliza en cero, la disminucién de la expresion es

negativa y el aumento positivo.
2.1 Efecto en la expresion de MMPs

La expresion de MMPs a nivel de RNAm en células WPMY-1 aumentd en todas las
células transfectadas (Figura 3). En el caso de MMP-2 por cada transfeccioén con respecto

a las células control fue de: 0,49 en let7c, 0,67 en miR-100, 2,54 en miR-21 y 1,13 en
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miR-139. En MMP-9 fue: 1,02 en let7c, 1,06 en miR-100, 3,51 en miR-21 y 2,29 en miR-
139. En el caso de MMP-13 fue de: 0,91 en let7c, 1,5 en miR-100, 2,31 en miR-21 y 1,65
en miR-139. Se observd un aumento significativo en la expresion de RNAm al transfectar
las células con miR-21 para las 3 MMPs. E RNAm de MMP-9 present6 el mayor aumento
en la expresion. Las transfecciones con miR-negativo tuvieron un cambio

estadisticamente no significativo -0,05 en MMP-2, 0,35 en MMP-9 y 0,27 en MMP-13.

Expresion de RNAm de MMPs de células
WPMY-1 transfectadas con miRNAs

Log en Base 2 de lasveces de cambio conrespecto
aexpresionde células control

Figura 3: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la expresion de RNAm de MMPs
en células WPMY-1. Las columnas muestran la expresion del RNAm de MMP de las
c€lulas transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste), miR-100 (verde), miR-21 (rojo),
miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control son las células no
transfectadas, su expresion se utilizé como basal y se normalizé como cero, por el método
Log en base 2 del AACt GAPDH. Las barras representan la desviacion estidndar (N =9).

* =p < 0,05 comparado con las células control.
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Por otra parte, a nivel de proteinas, las MMPs también aumentaron su expresion relativa
con respecto a células control. La normalizacion se realiz6 con respecto a la expresion de
la proteina B-actina. El aumento de la proteina MMP-2 en cada transfeccion fue de: 2,24
en Let7c, 2,76 en miR-100, 4,17 en miR-21 y 2,89 en miR-139. En MMP-9 fue de: 3,92
en Let7c, 2,38 en miR-100, 8,24 en miR-21 y 6,61 en miR-139. Finalmente, el aumento

de MMP-13 fue de: 3,91 en Let7c, 3,16 en miR-100, 7,15 en miR-21 y 2,21 en miR-139.

A) B}

Expresion de proteinas MMPs de células WPMY-1
transfectadas con miRNAs
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Figura 4: Efecto de la transfeccion de miRNAs imitadores en la expresion de
proteinas MMPs en células WPMY-1. A) Imagen representativa de un ensayo de
western blot con las proteinas de células WPMY-1 transfectadas con miRNAs. En la parte
inferior de la figura, se identifica el tratamiento realizado en las proteinas de cada carril.
B) Las columnas en amarillo representan la expresion basal de proteinas, y las demas
columnas la expresion de MMPs de células transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste),
miR-100 (verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviacion

estandar (N =3). * =p <0, 05 comparado con las células control.

30




2.2 Efecto en la expresion de RANKL y OPG

Se evalud la expresion de RNAm de RANKL y OPG en células WPMY-1 transfectadas
con miRNAs imitadores (Figura 5). La accion biologica de estas proteinas es opuesta, lo
mismo ocurre con sus niveles de expresion en las células. Esto fue corroborado por el
experimento de transfeccion, en el cual la expresion de RNAm de RANKL aument6 en
las células transfectadas, mientras que el RNAm de OPG disminuyd. El aumento de la
expresion de RNAm de RANKL fue de: 0,44 en let7c, 0,25 en miR-100, 2,46 en miR-21
y 0,77 en miR-139. La disminucién de la expresién del RNAm de OPG de células
transfectadas fue de: -1,0 en let7c, -1,24 en miR-100, -2,44 en miR-21, -2,84 en miR-139.
En el caso de la transfeccién con miR-negativo, el cambio de expresion fue: -0,06 en
RANKL y 0,15 en OPG. El aumento més significativo de la expresion de RNAm de
RANKL fue en la transfeccion con miR-21 y la disminucién mas significativa de la

expresion de RNAm de OPG en las transfecciones con miR-139 y miR-21.

A nivel de proteinas RANKL y OPG mostraron un cambio de expresion similar al
observado a nivel de RNAm por transfeccién de miRNAs en las células WPMY-1 (Figura
6). RANKL aument6 su expresion proteica, mientras OPG disminuy6 su expresion con
respecto a las células no transfectadas. El aumento de RANKL fue de: 2,37 en Let7c, 3,68

en miR-100, 3,89 en miR-21, 1,78 en miR-139. La disminucién de OPG fue de: 0,48 en

Let7c, 0,69 en miR-100, 0,32 en miR-21 y 0,53 en miR-~139.




Expresion de RNAm de RANKLy OPG en células WPMY-1
transfectadas con miRNAs
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Figura 5: Efecto de la transfeccion de miRNAs imitadores en la expresion de RNAm
de RANKL y OPG en células WPMY-1. Las columnas muestran la expresion del RNAm
de MMP de las células transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste), miR-100 (verde),
miR-21 (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control son las
células no transfectadas, su expresion se utiliz6 como basal y se normalizé como cero,
por el método Log en base 2 del AACt GAPDH. Las barras representan la desviacion

estandar (N =9). * =p < 0,05 comparado con las células control.
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Figura 6: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la expresion de proteinas RANKL
y OPG en células WPMY-1. A) Imagen representativa de un ensayo de western blot con
las proteinas de células WPMY-1 transfectadas con miRNAs. En la parte inferior de la
figura, se identifica el tratamiento realizado en las proteinas de cada carril. B) Las
columnas en amarillo representan la expresion basal de proteinas, y las demés columnas
la expresion de MMPs de células transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste), miR-100
(verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviacion estandar.

(N =3). *=p <0, 05 comparado con las células control.
2.3 Efecto en la expresion de otras proteinas relacionadas con la progresion tumoral

Se evalud el efecto en la transfeccién de proteinas con un rol activo en la progresion
tumoral y la generacion de cambios en el nicho éseo. CatL, CatB, CatK son proteinas que
ejercen accion en la remodelacion de la matriz extracelular, de manera predominante en
las células 6seas. BMPR2, permite a las proteinas morfogenéticas dseas ejercer su accion,

para el mantenimiento del recambio 6seo. Col III es un componente estructural de la

33




matriz extracelular. IL-8, TGF-1 y AR cumplen un rol en la EMT y la generacién del

estroma reactivo.

Se evalué el efecto en la transfeccion con miRNAs de la expresion del RNAm de CatB,

IL-8 y TGF-B1 (Figura 7) y AR, BMPR2 y CatL (Figura 8).

CatB, IL-8 y TGF-f1 aumentaron su expresion a nivel de RNAm con respecto a las células
control. En CatB se observo un aumento en la expresion de: 2,39 en let7c, 1,74 en miR-
100, 3,94 en miR-21 y 3,31 en miR-139. IL-8 aument6 su expresion en: 3,08 en let7c,
0,57 en miR-100, 0,71 en miR-21 y 4,62 en miR139. TGF-B1 aumentd su expresion de

RNAm: 4,25 en let7c, 1,92 en miR-100, 4,23 en miR-21 y 2,63 en miR-139.

En el caso de AR, BMPR2 y CatL se observé una disminucion de la expresion de RNAm
con respecto a las células no transfectadas (Figura 8). AR: -3,06 en let7c, -2,02 en miR-
100, -2,81 en miR-21 y -2,65 en miR-139. BMPR2: -4,27 en let7c, -2,88 en miR-100, -
5,16 en miR-21 y -4,88 en miR-139. CatL: -1,0 en let7c, -2,29 en miR-100, -2,09 en miR-

21 y -3,86 en miR-139.

La transfeccion con miRNA negativo, tuvo una diferencia de expresion no significativa
con respecto a las células control: 0,38 en CatB, 0,36 en IL-8, 0,25 en TGFB-1, -0,08 en

AR, 0,11 en BMPR2, -0,07 en CatL.

34




Expresion de RNAm de CatB, IL-8 y TGF-B1 en células WPMY-1
transfectadas con miRNAs
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Figura 7: Efecto de la transfeccion de miRNAs imitadores en la expresion de RNAm
de CatB, IL-8 y TGF-$1 en células WPMY-1. Las columnas muestran la expresion del
RNAm de MMP de las células transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste), miR-100
(verde), miR-21 (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control
son las células no transfectadas, su expresion se utilizo como basal y se normalizé como
cero, por el método Log en base 2 del AACt GAPDH. Las barras representan la desviacion

estandar (N =9). * =p < 0,05 comparado con las células control.
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Expresion de RNAm de AR, BMPR2 y CatL de células WPMY-1
transfectadas con miRNAs
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Figura 8: Efecto de la transfeccion de miRNAs imitadores en la expresion de RNAm
de AR, BMPR2 y CatL en células WPMY-1. Las columnas muestran la expresion del
RNAm de MMP de las células transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste), miR-100
(verde), miR-21 (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control
son las células no transfectadas, su expresion se utiliz6 como basal y se normalizé como
cero, por el método Log en base 2 del AACt GAPDH. Las barras representan la desviacion

estandar (N =9). * =p < 0,05 comparado con las células control.

A nivel proteico se evalué IL-8, Col IIl y CatK, proteinas implicadas en la progresion
tumoral. Estas proteinas aumentaron su expresion con respecto a células no transfectadas.
IL-8 fue de: 3,8 en Let7c, 1,23 en miR-100, 2,93 en miR-21 y 3,21 en miR-139. En el
caso de Col III fue de: 1,14 en Let7c, 1,43 en miR-100, 5,62 en miR-21 y 2,17 en miR-
139. Finalmente, en CatK fue de: 2,13 en Let7c, 1,47 en miR-100, 6,57 en miR-21 y 1,55
en miR-139. El aumento de la expresion proteica més significativo fue en la transfeccion

con miR-21 en los 3 casos.

36




B)

Expresion de proteinas IL-8, Col ll1y CatK de
células WPMY-1

W eto

tiva de proteinas resp

r— - S — Caﬂ(

e S g e B - actin

miR-139 miR-100 controi et?c muR-2

Figura 9: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la expresién de proteinas IL-8, Col
III'y CatK en células WPMY-1. A) Imagen representativa de un ensayo de western blot
con las proteinas de células WPMY-1 transfectadas con miRNAs. En la parte inferior de
la figura, se identifica el tratamiento realizado en las proteinas de cada carril. B) Las
columnas en amarillo representan la expresion basal de proteinas, y las demads columnas
la expresion de MMPs de células transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste), miR-100
(verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviacion estandar.

(N =3). *=p <0, 05 comparado con las células control.

3) Efecto de los miRNAs sobreexpresados en exosomas de células de CaP en
células hFOB 1.19 con respecto a la expresion de proteinas relacionadas con

la progresion tumoral.

Se evaluo el efecto de la transfeccion de miRNAs en las células hFOB 1.19, de expresion

de moléculas vinculadas con la modificacion del nicho 6seo, a nivel de RNAm y proteinas.
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3.1 Efecto de miRNAs en MMPs

Se evalud el efecto de los miRNAs en osteoblastos a nivel de RNAm de MMPs de células
hFOB 1.19 (Figura 10). Todas las MMPs aumentaron su expresion. En el caso de MMP-
2 fue de: 1,61 en let7c, 2,7 en miR-100, 4,05 en miR-21 y 2,73 en miR-139. En MMP-9
fue de: 2,6 en let7c, 1,86 en miR-100, 4,65 en miR-21 y 2,03 en miR-139. En el caso de
MMP-13 fue de: 1,98 en let7c, 2,63 en miR-100, 3,45 en miR-21 y 1,84 en miR-139. La

transfeccion con miR-negativo fue: 0,24 en MMP-2, 0,25 en MMP-9 y 0,35 en MMP-13.

Expresion de RNAm de MMPs de células
hFOB 1.19 transfectadas con miRNAs

Log en base 2 de las veces de cambio
con respecto alaexpresionde células
control

Lo " T ¥ R SR ¥ B 1]

Figura 10: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la expresion de RNAm de MMPs
en células hFOB 1.19. Las columnas muestran la expresion del RNAm de MMP de las
células transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste), miR-100 (verde), miR-21 (rojo),
miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control son las células no
transfectadas, su expresion se utiliz6 como basal y se normalizé como cero, por el método
Log en base 2 del AACt GAPDH. Las barras representan la desviacion estandar (N =9).

*=p <0,05 comparado con las células control.
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La transfeccion de miRNAs en células hFOB 1.19 provocé un aumento en la expresion
proteica de MMPs con respecto a la expresion de células no transfectadas. En MMP-2 fue
de: 2,13 en Let7c, 2,31 en miR-100, 10,86 en miR-21 y 1,76 en miR-139. En MMP-9 fue
de: 4,87 en Let7c, 2,36 en miR-100, 16,89 en miR-21 y 8,81 en miR-139. En MMP-13
fue de: 2,11 en Let7c, 1,16 en miR-100, 5,39 en miR-21 y 4,31 en miR-139. El aumento
mas significativo fue en la proteina MMP-9 para todos los miRNAs en estudio. MiR-21

fue el que presentd un aumento mas significativo en todas las MMPs analizadas.

A)

B)

..... e . —— MMP -2
Expresion de proteinas MMPs de células hFOB
1.19transfectadas con miRNAs
— B MMP -9 *
——— - MMP - 13

— A cwm—" W v B -actin

miR-139 control miR-100 miR-21 let7c

Figura 11: Efecto de la transfeccién de miRNAs imitadores en la expresion de RNAm
de proteinas MMPs en células hFOB 1.19. A) Imagen representativa de un ensayo de
western blot con las proteinas de células hFOB 1.19 transfectadas con miRNAs. En la
parte inferior de la figura, se identifica el tratamiento realizado en las proteinas de cada
carril. B) Las columnas en amarillo representan la expresion basal de proteinas, y las
demds columnas la expresion de MMPs de células transfectadas con 1 miRNA: Let7c
(celeste), miR-100 (verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la
desviacion estandar (N =3). * =p <0, 05 comparado con las células control.
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3.2 Efecto en la expresion de RANKL y OPG

Se evaluo la expresion de RNAm de RANKL y OPG en células hFOB 1.19 transfectadas
con miRNAs (Figura 12). La transfeccién tiene un efecto biolégico opuesto sobre la
expresion de estas proteinas, similar a lo observado en las células WPMY-1. La expresion
de RNAm de RANKL aument6 en las células transfectadas, mientras la expresién del
RNAm de OPG disminuyé. El aumento de la expresion de RNAm de RANKL fue de:
0,52 en let7c, 0,89 en miR-100, 3,19 en miR-21, 2,29 en miR-139 y 0,29 en miR-negativo.
La disminucién de la expresion del RNAm de OPG fue de: 1,89 en let7c (observo un
aumento de expresion), -1,76 en miR-100, -3,61 en miR-21, -3,32 en miR-139 y 0,12 en
miR-negativo. El aumento mas significativo de la expresion de RNAm de RANKL fue el
la transfeccién con miR-21 y la disminucién més significativa de la expresién de RNAm

de OPG en las transfecciones con miR-139 y miR-21.
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Figura 12: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la expresion de RNAm de
RANKL y OPG en células hFOB 1.19. Las columnas muestran la expresion del RNAm
de MMP de las células transfectadas con 1 miRNA: Let7c¢ (celeste), miR-100 (verde),
miR-21 (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control son las
c€lulas no transfectadas, su expresion se utilizd como basal y se normalizé como cero,
por el método Log en base 2 del AACt GAPDH. Las barras representan la desviacion

estandar (N =9). * =p < 0,05 comparado con las células control.

A nivel de proteinas RANKL y OPG mostraron un cambio de expresion similar al
originado con la transfeccion de miRNAs en las células WPMY-1. RANKL aument6 su
expresion proteica, mientras OPG disminuy6 su expresion con respecto a las células no
transfectadas. El aumento de RANKL fue de: 8,13 en Let7c, 7,81 en miR-100, 21,34 en
miR-21 y 6,23 en miR-139. La disminucion de OPG fue de: 0,22 en Let7c, 0,18 en miR-

100, 0,14 en miR-21 y 0,48 en miR-139.
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Figura 13: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la expresion de proteinas RANKL
y OPG en células hFOB 1.19. A) Imagen representativa de un ensayo de western blot
con las proteinas de células hFOB 1.19 transfectadas con miRNAs. En la parte inferior de
la figura, se identifica el tratamiento realizado en las proteinas de cada carril. B) Las
columnas en amarillo representan la expresion basal de proteinas, y las demas columnas
la expresion de MMPs de células transfectadas con 1 miRNA: Let7¢ (celeste), miR-100
(verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviacion estandar.

N =3 *=p <0, 05 comparado con las células control.
3.3 Efecto en la expresion de otras proteinas relacionadas con la progresion tumoral

Se evalu¢ el efecto en la transfeccion de proteinas con un rol activo en la progresion
tumoral y la generacion de cambios en el nicho 6seo. CatL, CatB y CatK son proteinas
que ejercen accion predominante en las células 6seas. BMPR2, permite a las proteinas

morfogenéticas dseas ejercer su accion, para el mantenimiento del recambio dseo.
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Se evaluo el efecto en la transfeccion con miRNAs de la expresion de CatB, CatL y TGF-

Bl (Figura 14) y AR, BMPR2 e IL-8 (Figura 15).

CatB, CatL y TGF-B1 presentaron cambios en su expresion a nivel de RNAm con respecto
a las células control. En CatB se observé una disminucién en la expresién de: -2,92 en
let7c, -3,52 en miR-100, -4,22 en miR-21 y -0,96 en miR-139. Catl. y TGF- Bl
aumentaron su expresion de RNAm en la mayoria de las transfecciones. CatL aumento su
expresion: 1,07 en let7c, 4,43 en miR-100, 4,27 en miR-21 y 3,54 en miR139. TGF- Bl
aumento su expresion (con excepcién de Let7c): -1,86 en let7c, 3,85 en miR-100, 4,48 en

miR-21 y 2,33 en miR-139.

En el caso de AR, BMPR?2 e IL-8 se observé una disminucion de la expresion de RNAm
con respecto a las células no transfectadas en AR, BMPR2 e IL-8, con la diferencia que
en esta lltima se observé un aumento no significativo de miR-21 (Figura 15). AR
disminuy6 su expresién de RNAm: -1,23 en let7c, -5,35 en miR-100, -0,48 en miR-21 y -
1,92 en miR-139. BMPR2 disminuy6 su expresion de RNAm: -1,67 en let7c, -2,54 en
miR-100, -4,82 en miR-21 y -6,11 en miR-139. IL-8 disminuy6 su expresién de RNAm:

-6,06 en let7c, -1,45 en miR-100, 0,098 en miR-21 y -5,24 en miR-139.

La transfeccién con miRNA negativo, tuvo una diferencia de expresion no significativa:

0,22 en CatB, 0,33 en CatL, 0,4 en TGF-1, 0,27 en AR, 0,23 en BMPR2, -0,03 en IL-8.
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Expresion de RNAm de Catepsinas y TGF-B1 en células hFOB 1.19
transfectadas con miRNAs
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Figura 14: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la expresion de RNAm de
Catepsinas y TGF-B1 en células hFOB 1.19. Las columnas muestran la expresion del
RNAm de MMP de las células transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste), miR-100
(verde), miR-21 (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control
son las células no transfectadas, su expresion se utilizé como basal y se normalizé como
cero, por el método Log en base 2 del AACt GAPDH. Las barras representan la desviacion

estandar (N =9). * =p < 0,05 comparado con las células control.
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Figura 15: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la expresion de RNAm de AR,
BMPR-2 e IL-8 en células hFOB 1.19. Las columnas muestran la expresién del RNAm
de MMP de las células transfectadas con 1 miRNA: Let7c (celeste), miR-100 (verde),
miR-21 (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control son las
células no transfectadas, su expresion se utiliz6 como basal y se normalizd como cero,
por el método Log en base 2 del AACt GAPDH. Las barras representan la desviacion

estandar (N =9). * =p < 0,05 comparado con las células control.

A nivel de proteinas se evalud IL-8 y CatK de células hFOB 1.19 transfectadas con
miRNAs imitadores. Estas proteinas aumentaron su expresion con respecto a células no
transfectadas. El aumento en la expresion de 1L-8 fue de: 1,48 en Let7c, 1,38 en miR-100,
1,56 en miR-21 y 1,66 en miR-139. En el caso de CatK fue de: 1,12 en Let7c, 1,49 en
miR-100, 3,41 en miR-21 y 2,83 en miR-139 Se observé un aumento significativo

estadisticamente en IL-8 y CatK, para las células transfectadas con miR-21 y miR-139.
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Figura 16: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la expresion de proteinas IL-8 y
CatK en células hFOB 1.19. A) Imagen representativa de un ensayo de western blot con
las proteinas de células hFOB 1.19 transfectadas con miRNAs. En la parte inferior de la
figura, se identifica el tratamiento realizado en las proteinas de cada carril. B) Las
columnas en amarillo representan la expresion basal de proteinas, y las demas columnas
la expresion de MMPs de células transfectadas con 1 miRNA: Let7¢c (celeste), miR-100
(verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviacién estandar.

(N =3). *=p <0, 05 comparado con las células control.

4) Efecto de los miRNAs sobreexpresados en exosomas de células de CaP en la

migracion de células WPMY-1, mediante cierre de herida.

La capacidad de migrar de las células tumorales es necesaria para el establecimiento del
tumor en un nuevo nicho metastésico. Las células que componen el estroma reactivo se
han sindicado como fundamentales para el desarrollo de la EMT y la generacion del nicho
pre-metastasico. Es por esto, que medimos el efecto de los miRNAs en la capacidad de

migrar de las células estromales de prostata. El ensayo fue realizado con la finalidad de
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medir el efecto de los miRNAs en estudio sobre la capacidad migratoria de los fibroblastos

de prostata (WPMY-1).

Se realizo el ensayo de cierre de herida con células WPMY-1 transfectadas con miRNAs
24 horas antes. Cinco mil células fueron sembradas en cada pocillo, donde se realizé una
herida con una punta p200. Se analizé el desplazamiento celular 24 horas post-herida. La
transfeccion con Let7c, no fue cuantificada en la herida, ya que las células transfectadas
con este miRNA han demostrado menor capacidad de adherencia en los cultivos. El

aumento en la invasividad de células WPMY-1 transfectadas con miRNAs fue de: 49%

en miR-100, 238,56% en miR-21 y 84,75% en miR-139.
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Figura 17: Efecto de la transfeccion de miRNA en la invasividad de las células
WPMY-1. A) Figura representativa del experimento de cierre de herida. Las lineas rosa
indican los limites de la herida a tiempo cero. (Imagen de la izquierda, Control Wound).
La barra de tamafio indica 100- pm. B) Cuantificacion de la capacidad de invasion de
células WPMY-1. La columna amarilla representa la capacidad relativa basal de las
células WPMY-1 control, miR-100 (verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras

representan la desviacion estandar. N =3 * = p <0, 05 comparado con las células control.

5) Efecto de los miRNAs sobreexpresados en exosomas de células de CaP en la

capacidad de migracion de células WPMY-1, mediante Transwell.

La capacidad de migrar de las células tumorales es una caracteristica necesaria al momento
de la progresion tumoral. Los fibroblastos que componen el estroma reactivo, presentan

una mayor capacidad de migracion, que los fibroblastos normales de prostata.
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Se evalu6 el efecto de miRNAs sobreexpresados de exosomas de CaP en la migracion de
fibroblastos normales de la prostata 48 horas post-transfeccion. El conteo de las células se
realizé por microscopia de campo claro 40X. En todas las células transfectadas se observé
un cambio en el niimero de células que migran en comparacion con el control, pero sélo
miR-21 mostré un aumento estadisticamente significativo. El aumento en la capacidad
migratoria de las células con la transfeccion de cada miRNA ocurrié para la transfeccion
con let7c y miR-21, y un aumento menor en miR-100 y miR-139. El cambio en la
capacidad migratoria de los fibroblastos para cada transfeccion fue de: 47,8% en Let7c,

39,13% en miR-100, 423,91% en miR-21 y 8,7% en miR-139.

‘,ms
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Figura 18: Efecto de la transfeccion de miRNAs en la invasividad de las células
WPMY-1. Se evalud el nimero de células capaces de migrar por quimioatraccion, a través
del transwell 48 horas post siembra. A) Imagen representativa del ensayo de migracion a
las 48 horas post siembra. La barra representa un tamafio de 100 um. B) Numero de células
que migraron por campo. La columna amarilla representa la capacidad relativa basal de
las células WPMY-1 control, Let7c (celeste), miR-100 (verde), miR-21 (rojo) y miR-139
(rosado). N=3. La barra representa la desviacion estandar. * = p < 0,05 comparado con las
células control. C) A mayor aumento microscopico, se observa un mayor numero de
proyecciones citoplasmaticas en las células, favoreciendo la interaccién con el medio

extracelular.
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DISCUSION

En el presente estudio se caracterizé el efecto de los miRNAs sobreexpresados en
exosomas de CaP, miR-100, miR-21 y miR-139, junto a let7c como control positivo, en
targets que contribuyen a la progresion tumoral y preparacién de la metéstasis del CaP, en
células WPMY-1 y hFOB 1.19. En un estudio previo, se caracterizé la poblacién de
miRNAs presentes en los exosomas de tumores primarios de CaP (bulk) y exosomas
derivados de cultivos enriquecidos con CSC. Se identificaron 990 miRNAs conocidos con
expresion diferencial en un grupo reducido de ellos. El contenido de miRNA diferencial,
podria desencadenar un efecto sobre el microambiente. El miRNA mds abundante fue
miR~100-5p y miR-21-5p, mientras que miR-139-5p se encontré sobreexpresado en CSC
(Sanchez et al., 2016 b). En base a estos resultados, se transfecté miRNAs mimics miR-
100, miR-21, miR-139 y let7c en células que normalmente habitan en el tumor primario
(WPMY-1) y en el nicho pre-metastésico (hFOB 1.19), con el fin de observar el efecto en
targets que influirfan en la EMT, la remodelacién de la matriz extracelular y la generacion

de un nicho metastdsico éptimo.

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) desempefian un importante rol en la progresién
del céncer; promueven principalmente, la invasién y la angiogénesis (Khamis et al., 2016
a). La EMT es inducida por las MMPs que se activan en el nicho pre-metastasico. También
modulan los mediadores de la inflamaci6n, tales como citoquinas y quimioquinas.
Facilitan la migracién de las células epiteliales, mediante la interaccién con éstas y las
proteinas de la matriz extracelular, a través de la protedlisis de la misma matriz o de las

proteinas de adhesion de tejidos, tales como E-cadherinas (Arvelo et al., 2016 b).
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En el estudio se examind el efecto de miRNAs imitadores en la expresion de MMP-2,
MMP-9 y MMP-13, todas ellas presentaron un aumento en la expresién a nivel de RNAm
y proteinas, con respecto a células no transfectadas en ambas lineas celulares estudiadas
(Fig 3, 4, 10 y 11). Un anélisis de los niveles de expresion de MMP-2 concluy6 que se
expresa altamente en pacientes con CaP, en comparacién con pacientes que presentan
hiperplasia prostitica benigna, ademds los niveles de expresion. se correlacionan
estrechamente con la puntuacion de Gleason y estadios clinicos en pacientes con CaP (Xie
etal., 2016). MMP-2 juega un rol en la angiogénesis y se sobreexpresa en condiciones de
hipoxia. Su expresién promueve la invasién tumoral, la metastasis y el comportamiento
agresivo asociado a los tumores. Por otra parte, la inhibicién de MMP-2, se ha demostrado
que causa sensibilidad a la radiacién, una disminucién en el crecimiento del tumor y la
invasividad (Panth et al., 2016). MMP-9 activa TGF-, lo que deriva en un aumento en la
proliferacion tumoral (Khamis et al., 2016 b). La alta expresién de MMP-9 en met4stasis
de higado y pulmén, reestructura la matriz extracelular, lo que contribuye a la generacién
del nicho pre-metastéasico (Devitt Maller et al, 2011). Un andlisis de pacientes con cancer
de vejiga en comparacion con individuos sanos, demostré un incremento significativo en
la expresion proteica de MMP-9 (Zeng et al., 2016). En céncer de mama y ovario, la
sobreexpresion de las proteinas MMP-2 y MMP-9, se correlaciona con una baja
supervivencia y es un indicador del aumento en la capacidad de difusién de las células
cancerosas (Sainio & Jarveldinen, 2014: Gonzéalez et al., 2008). La proteina MMP-9
resulta ser un factor critico en la generacién del nicho metastasico, fomentando la

liberacion de VEGF y la migracién celular in vitro (Kaplan et al., 2005). Entre las

funciones de MMP-2 y MMP-9 en el microambiente dseo se encuentra participar en el
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reclutamiento de precursores de osteoclastos, en la diferenciacién de los osteoclastos
durante el desarrollo y crecimiento de los tejidos normales, ademas su actividad fomenta
la liberaciéon de RANKL (Krane & Inada, 2008). La proteina MMP-13 degrada la matriz
extracelular, promueve la angiogénesis y actiia como mediador del estroma, promoviendo
la progresién tumoral en el céncer de piel y nasofaringeo. En células de céncer
nasofaringeo, se silencio la expresion de MMP-13 y se observé una disminucién de esta
proteina en las células y en los exosomas liberados de estas células (You et al., 2015).
MMP-13 se expresa de manera muy restringida en condiciones normales, pero se observa
una sobreexpresion en céncer y artritis. En céncer hepatico MMP-13 potencia la
metastasis, y la inhibicion de MMP-13 proporcionaria una estrategia terapéutica potencial

(Jin et al., 2015: Kessenbrock et al., 2010).

El aumento de MMPs en las células WPMY-1 y hFOB 1.19 se relacionarfa con la

generacidn el estroma reactivo y en el nicho pre-metastasico.

La regulacion de la matriz extracelular esta mediada, también por la familia de protefnas
Catepsinas. Se estudié las Catepsinas K, L y B. En células WPMY-1 transfectadas CatB
aumento su expresion a nivel de RNAm (Fig. 7) y CatK aument6 a nivel de proteinas (Fig.
9), mientras que CatL disminuy¢ su expresién a nivel de RNAm (Fig. 8). En células hFOB
1.19 transfectadas ocurrié lo opuesto a nivel de RNAm, aumenté la expresién de CatL
(Fig. 14) y disminuy6 la expresién de CatB (Fig. 14), a nivel de protefnas CatK mostr6 un
aumento en la expresién (Fig. 16). Las catepsinas cisteina CatK, CatL y CatB, son
secretadas como enzimas solubles en entornos pericelulares, donde permanecen

completamente activas, por lo que su efecto es més rapido que el de otras catepsinas. CatK
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estd implicada en la remodelacion Osea, la progresion del cancer de mama y otros
canceres. Esta presente en la mayoria de los tejidos epiteliales y ambientes extracelulares
como una enzima soluble. Estudios en el cdncer de mama sugieren que CatK participa en
la disfuncién plaquetaria, que puede representar un mecanismo especifico que impulsa a
las células diana a expresar la sefializacién transmembrana desencadenantes de procesos
de inflamacioén o el cancer (Andrade et al., 2016). Los osteoblastos humanos secretan Cat
B, K y L, que activan proteoliticamente otras proteasas secretadas a la matriz extracelular,
de manera paracrina, ademads ejercen un efecto en la adhesion celular (Staudt et al., 2012).
Estudios clinicos de diversos tipos de tumores, han demostrado que ciertas catepsinas
como CatB, se suministran al tumor por las células del estroma y no por los osteoblastos

(Gocheva et al., 2010). Esto podria explicar el aumento de CatB en Células WPMY-1.

La matriz extracelular es un componente principal del estroma tumoral, se presenta como
un regulador clave de la funcion celular y tisular. Tradicionalmente, la matriz extracelular
ha sido considerada como un andamio fisico, donde se unen las células y se fomentan las
interacciones. Presenta cambios estructurales en la progresion tumoral, aumentando los
niveles de fibronectina, proteoglicanos y colagenos tipo L, IIl y IV (Fang et al., 2014). En
la transfeccion de células WPMY-1 con miR-21, se observa un aumento significativo de
coldgeno tipo III a nivel de expresién proteica (Fig. 9). MMPs pueden degradar el
colageno, exponiendo sitios activos que generen un microambiente pro-tumorigénico,

facilitando la progresion del tumor.

Al transfectar las células WPMY-1 (Fig. 5 y 6) y hFOB 1.19 (Fig. 12 y 13) con los

miRNAs, se observé un aumento en la expresion de RANKL y una disminucién de OPG
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a nivel de RNAm y proteinas. RANKL es un miembro de la superfamilia de factor de
necrosis tumoral. Se une a su receptor RANK e inicia una serie de respuestas especificas
dependiendo del 6rgano. En el hueso media la formacién y la actividad de los osteoclastos
(Hein et al., 2014). RANKL se expresa en los osteoblastos activados, de modo que el
contacto estrecho entre los osteoclastos y los osteoblastos, permite la unién de RANKL
con su receptor RANK. Experimentos con lineas tumorales de cancer de células
escamosas de cabeza y cuello, muestran una alta expresion de RANKL que promueve la
adhesién celular al coldgeno, pero no se encontraria implicado en la promocién de la
invasién celular, la migracién, y el crecimiento celular in vitro. Estos resultados sugieren
el papel inducido por RANKL en la-tumorigénesis in vivo de céncer de cabeza y cuello.
En CaP RANKL es sindicado como un factor de riesgo potencial, influyente en el
prondstico clinico (Yamada et al., 2016 b). RANKL se sobreexpresa en metéstasis dsea
de CaP y de mama, donde es dependiente del estroma de la médula (Mori et al., 2007).
Tumores de metéstasis 6sea de cancer de mama muestran un aumento de expresion de
RANKL y disminucién del receptor sefiuelo de RANK, OPG, que se asocia con sobrevida
libre de progresion muy baja (Santini et al., 2011). En CaP la expresion epitelial de
RANKL transmite las ventajas de la activacion de los osteoclastos en el microambiente
de la médula. La EMT se asoci6 a la sobreexpresion de RANKL en experimentos con
lineas celulares ARCaP y LnCaP (Odero-Narah et al., 2008). La transfeccion de WPMY-
1 provocé un aumento en la expresion de RANKL. Las células hFOB 1.19 fueron
cultivadas a condiciones restrictivas (osteoblastos inmaduros) con bajos niveles RANKL
y mayores niveles de OPG. Se obtuvo un aumento de RANKL y una disminucién de OPG,

por lo que se sugiere que los miRNAs transfectados, permitirian la maduracién de los
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osteoblastos. Para la comprobacién de la maduracién de osteoblastos, son necesarias
pruebas complementarias. Como el anélisis de marcadores de diferenciacién, tales como

Sox-9 y RUNX2.

El aumento-en la expresion de TGF-B1 por las células tumorales, también se correlaciona
con la progresién tumoral en cancer de pulmén, colorrectal, y géstrico (Ziaee et al., 2015
b). Muchas células sintetizan TGF-B y casi todas ellas tienen receptores especificos para
reconocerlo. Al transfectar las células WPMY-1 (Fig. 7) y hFOB 1.19 (Fig. 14) se obtuvo
un aumento de expresién de la proteina TGF-B1. TGF-B regula a las proteinas MMPs y
genera una cascada de sefializacién aguas abajo, que mejora la degradacion de la matriz
extracelular. La sefializacién de TGF-B en los fibroblastos, es regulada por epitelios
tumorales adyacentes, que promueven el CaP (Smith & Bhowmick, 2016 a). El TGF-B
procedente de la masa tumoral, tiene un potente efecto sobre la respuesta inmune celular
anti~tumoral a nivel local. Los pacientes con altos niveles de TGF-B en suero tienen una
respuesta menor a los tratamientos, que aquellos con niveles mas bajos (Maitland, 2015).
TGEF- B1 tendria un rol predominante en la generacion del estroma reactivo. En un estudio
realizado con células madre mesenquimales derivadas de la médula, se analizé la posible
influencia de los exosomas de CaP en modificar las células mesenquimales y
diferenciarlas a células con caracteristicas de miofibroblastos. Se demostro que los
exosomas desempefiaban un papel en el control de las células madre mesenquimales
derivadas de médula 6sea, a la diferenciacién de miofibroblastos, a través de un
mecanismo dependiente de TGF-B1. Estas células diferenciadas aumentaron la

produccion de VEGF 'y MMPs. Por lo tanto, exosomas de CaP podrian dictar el destino
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de las células madre mesenquimales que habitan el nicho pre-metastdsico de una manera
dominante, generando células con caracteristicas miofibroblésticas promotoras de
tumores. Al agregar un inhibidor de TGF- B1 junto con los exosomas, la diferenciacién a
células positivas a alpha actina de miisculo liso (marcador de células miofibroblasticas)
no se desencadenaba (Chowdhury et al, 2015 b), demostrando la importancia de TGF-B1
en la miodiferenciacion. Otro estudio de diferenciacién a células miofibroblésticas fue
realizada con fibroblastos primarios, donde se demostré que los exosomas de CaP y otros
cénceres, realizaban la diferenciacién a células con caracteristicas miofibroblasticas,
proceso que podrfa explicar la generacién de fibroblastos activados asociados a cancer
(CAF). Este proceso de diferenciacin, también es dependiente de un alto contenido de

TGF- 1 (Webber et al, 2010).

En las células del estroma las sefiales de andrégenos/AR pueden estimular la
miodiferenciacién (Wen et al, 2015). En las células WPMY-1 ocurrié una disminucién de
la expresion de RNAm de AR (Fig. 8), mientras que en hFOB 1.19 (Fig. 15) la
disminucién fue menor y en miR-21 la diferencia de expresion con las células control fue
poco significativa. Los osteoblastos humanos no expresan AR de forma constitutiva, por
lo que la maduracion de osteoblastos puede ser el gatillante de esta disminucién. E1 AR
se demostré que es influyente en la progresién metastésica de CaP, a través de la
convergencia de la sefial aguas abajo con receptor de quimioquinas y los receptores
acoplados a proteina G. En un comienzo, el tumor primario es dependiente de AR epitelial,
luego al comenzar la progresién tumoral se hace independiente de él. Para definir el efecto

de los miRNAs en AR, es necesario estimular las células con andrégenos, fundamental
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para su activacién (Smith & Bhowmick, 2016 b). Por lo que los resultados de este

experimento no son concluyentes.

El desarrollo de la metastasis ocurre en un sitio definido, junto con la formacién del nicho-
pre-metastasico, deben secretarse sustancias atrayentes hacia dicho sitio. IL-8 es una
citoquina multifuncional, que se identificd originalmente como una proteina de neutréfilos
quimioatrayente. IL-8 puede ser secretada por diferentes tipos de células, incluyendo
linfocitos, neutr6filos, macréfagos y células tumorales. Se identificé un aumento de IL-8
en cancer colorrectal, cdncer de mama, céncer de vejiga y CaP. Células infiltrantes y
tumorales pueden aumentar ain mas el nivel de IL-8, que jugaria un papel clave en la
progresién del tumor, por su capacidad de influir en la proliferacion, invasién y
angiogénesis de tumores (Ou et al., 2015). En nuestro estudio se identificéd un aumento
significativo en los niveles de expresion de RNAm y proteinas IL-8, en células WPMY-1
(Fig. 7 y 9) y una disminucién en los niveles de RNAm de IL-8 en células hFOB 1.19
(Fig. 15). El efecto de IL-8 se ejerceria en las células cancerosas que migren hacia el sitio
de metéstasis, por lo que se esperaria encontrar un aumento en el microambiente del nicho

primario, como es el caso del estroma prostatico.

Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), ejercerian un papel en los sitios de metéstasis
del CaP. BMP-7 suprime el crecimiento de CSC, en estudios de enriquecimiento de
prostatosferas de CaP inhibe la formacion de esferas. BMP-7 secretada a partir de células
estromales de la médula, juega un papel en la latencia del tumor, suprimiendo el
crecimiento de las CSC en el entorno del hueso, por lo que actuaria como un supremor de

tumor que necesita del receptor BMPR2 para su acci6én. En un estudio la disminucién de
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BMPR2 atenué significativamente los niveles de BMP-7. También se confirmé que la
caida de BMPR2 interrumpe la sefializacion de BMP-7 in vitro (Kobayashi et al., 2011).
BMP7 se expresa a un mayor nivel en las células estromales de la médula, que en las
células de cancer de prostata. En las células WPMY-1 (Fig. 8) y hFOB 1.19 (Fig. 15)

transfectadas con miRNAs ocurrié una disminucién de la expresion de RNAm de BMPR2.

Hemos identificado que los miRNAs tienen un efecto en moléculas claves en la progresion
tumoral 'y desarrollo del nicho pre-metastdsico. Aunque los 4 miRNAs estudiados
mostraron un efecto, los cambios més significativos se observaron con miR-21, que se

pronuncian al observar los ensayos de invasividad (Fig. 17) y migracion celular (Fig. 18).

Estos miRNAs se encuentran en una baja expresion en las células WPMY-1 y hFOB 1.19,
con respecto a las CSC y las Bulk. El empaquetamiento de los miRNAs en los exosomas,
puede ser también, un mecanismo de eliminacion debido a su alto contenido celular. Por
lo que una alta expresién de un miRNA en exosomas tumorales, no necesariamente se

relaciona con malignidad.

MiR-21 es uno de los miRNAs ampliamente estudiados, ya que se sobreexpresa en casi
todos los tumores humanos y se considera un oncogén implicado en la apoptosis, necrosis,
invasién, proliferacion y angiogénesis (Peralta-Zaragoza et al, 2016). miR-21 es un
biomarcador no especifico, para la deteccién temprana del cancer, ya que no seria capaz
de distinguir tumores malignos de lesiones benignas no cancerosas (Chen H, et al 2016).
Un aumento en los niveles de expresion de miR-21, generados por transfeccién con
miRNAs, en células endoteliales, promovio la migracion y la formacién de tubos, ademas

inhibi6 la proteina TIMP-3 (inhibidor de MMPs), que generd un aumento en la expresién
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de MMP-2 y MMP-9. La inhibicién de miR-21 por un antagonista mir-21, suprimié este
efecto, manteniendo alto los niveles de TIMP-3 (Hu J et al., 2016). En el CaP, miR-21
promueve el crecimiento tumoral de manera dependiente o independiente de andrégenos

(Rivas J. et al, 2009) y 1a EMT (Coppola et al, 2013).

En varios tipos de céncer se ha encontrado la expresién desregulada de miR-100, que
puede actuar como un oncomiR o un supresor de tumor (Chen P. et al, 2014). MiR-100
induciria la EMT en céncer de mama (Chen D. et al, 2014 b), también se encuentra
sobreexpresado en cancer gastrico y leucemia mieloide (Li X. et al, 2011), actuando como
un oncomiR. Mientras, que en células de cancer de vejiga, actfia disminuyendo la
viabilidad celular (Blick et al, 2013) y en lineas celulares de céncer de colon resistente,
sensibiliza las células y las hace vulnerables a la radioterapia (Yang et al, 2015), actuando

en ambos casos como supresor de tumores.

En el caso de miR-139, este miRNA es identificado principalmente como supresor
tumoral en varios tipos de cancer. Una regulacién baja de miR-139 se asocia con un mal
pronostico de pacientes con céncer hepético y una sobreexpresion activa de genes
apoptoticos en cancer de eséfago de células escamosas (Liu et al, 2013). Nuevos blancos
son necesarios para definir las vias en las que interviene miR-139 que afin no han sido
aclaradas, aunque es conocido su papel en Ia diferenciacion sea, los blancos especificos

no se han sido identificados especificamente (Krishnan et al, 2013).

Los ensayos funcionales, muestran un aumento en la capacidad de migrar y de invadir

tejidos, de las células WPMY-1. Este efecto no sélo debe atribuirse a este hecho, ya que
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la proliferacion puede alterarse al transfectar con los miRNAs. Ensayos de proliferacion,

aclararian el efecto de los fendmenos.

El presente estudio tuvo como finalidad caracterizar el efecto en lineas celulares WPMY-
1 yhFOB 1.19, de un grupo de 3 miRNAs sobreexpresados en exosomas de CaP primario
y exosomas de CSC derivadas de CaP. El efecto provocado a nivel celular por los
exosomas, es un efecto cooperativo y sinérgico de todos los componentes que pertenecen
a los exosomas, pero se logré evidenciar que solo un miRNA genera cambios moleculares
en las células que normalmente habitan el microambiente del tumor primario y el nicho

pre-metastdsico, que favorecerian la progresion y metistasis.
Conclusiones

Se caracteriza el efecto de los miRNAs imitadores, sobreexpresados en exosomas de CaP
en las células WPMY-1 y hFOB 1.19, provocando cambios en los niveles de expresién de
RNAm y proteinas que fomentan la progresién tumoral y el establecimiento del nicho pre-
metastdsico. En células WPMY-1 se observé un aumento de la capacidad de migracién y
de la invasividad de los fibroblastos de préstata, caracteristicas clave en la EMT y el CaP

avanzado, etapas que se potencian con la generacion del estroma reactivo.

Es imperante comprobar si la transfeccién de estos miRNAs genera efectivamente
osteoblastos maduros y fibroblastos activados, lo que sera investigado en los siguientes
estudios. Se verifica el potencial como diagndstico o diana terapéutica de miR-21. La
relacién de la sobreexpresién de miR-100 y miR-139 en los exosomas de CaP y su

potencial uso como blanco terapéutico es mis reservado y sujeto a estudios.
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ANEXOS

Tabla 2: Primers de los targets evaluados en PCR cuantitativo.

Target Primer Forward (5°—3°) Primer Reverse (5°—3”)

AR ACTGCCAGGGACCATGTTTT TGCAATCATTTCTGCTGGCG

BMPR2 CACTCAGTCCACCTCATTCATTT | TTGTTTACGGTCTCCTGTCAAC

CatB AGAATGGCACACCCTACTGC TGGCCTGTCTGCACTGTAAC

CatL ACAGTGGACCAAGTGGAAGG AAGCCCAACAAGAACCACAC

GAPDH TGCACCACCTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG

IL-8 ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGG | TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC
CT

MMP-2 CAAGGACCGGTTTATTTGGC ATTCCCTGCGAAGAACACAGC

MMP-9 CGCTGGGCTTAGATCATTCC TTGTCGGCGATAAGGAAGG

MMP-13 TTGAGCTGGACTCATTGTCG GGAGCCTCTCAGTCATGGAG

OPG GAAGGGCGCTACCTTGAGAT GCAAACTGTATTTGCCTCTGG

P63 GGAAAACAATGCCCAGACTC GAAGGACACGTCGAAACTGTG

RANKL TGATTCATGTAGGAGAATTAAA | GATGTGCTGTGATCCAACGA
CAGC

TGFB1 GCGTGCTAATGGTGGAAAC CGGTGACATCAAAAGATAACCAC

Tabla 3: Lista de anticuerpos primarios utilizados en western blot y diluciones de uso.

Anticuerpo primario | Cédigo/ Marca Dilucién Especie

Anti-B-Actina MABI1501/ Millipore 1: 10.000 Monoclonal Mouse IgG1

Anti-Catepsina K Ab66237/ Abcam 1:100.000 | Monoclonal mouse igG2

Anti-Colageno 111 MA122147/Thermo 1: 1.000 Monoclonal mouse igG1
Scientific

Anti-IL-8 MAB208/ R&D Sistems 1:2.000 Monoclonal Mouse IgG1

Anti-MMP-2 Sc-53630/ Santa  Cruz | 1:2.000 Monoclonal mouse igG1
Biotecnology

Anti-MMP-9 D603H/ Cell Signaling 1:5.000 Rabbit igG

Anti-MMP-13 MABS511/R&D Sistems 1: 2.000 Monoclonal Mouse IgG1

Anti-OPG AFB05/ R&D Sistems 1: 2.000 Policlonal Goat IgG

Anti-RANKT, SC-377079/ Santa Cruz | 1: 2.000 Monoclonal mouse igG1
Biotecnology
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Tabla 4: Eficiencia de amplificacién de los partidores de cada target evaluados en los

tratamientos.

Partidor Eficiencia
BMPR2 1,756
P63 2,038
OPG 1,7
AR 2,008
MMP-2 1,93
MMP-9 1,949
MMP-13 1,927
CatL 1,9
CatB 1,98
IL-8 1,81
TGF-B1 1,86
GAPDH 1,961
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