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RESUREN

Los exosomas liberados por las  c5lulas tumorales  epiteliales  a3ulk) y las  Cincer Stem

Cells   (CSC),   modifican   el   nicho   tumoral   y   pre-metast5sico.   Anteriormente,   se

identificaron miRNAs  expresados  diferencialmente  entre  estas  dos  poblaciones  en  el

cancer de pr6stata (Cap), y por analisis bioinformatico  se describi6  su efecto  sobre el

microambiente tunoral. El objetivo fue validar funcionalmente el efecto de los miRNAs

de  estos  exosomas  en  targets  relacionados  con  la  modiflcaci6n  del  microambiente

primario y pre-metastasico.

Las lineas celulares de osteoblastos humanos normales no diferenciados  (hFOB1.19) y

fibroblastos  de  pr6stata  (WPMY-1)   fueron  transfectadas  con  miRNAs   expresados

diferencialmente  en  los  exosomas:  miR-100-5p  (ambos  tipos  de  c5lulas),  miR-21-5p

@ulk), miR-139-5p (CSC) y let7c. Despu6s de 48 horas, se evaluaron los cambios en la

expresi6n de MMP-2, MM?-9, MMP-13, RANKL, OPG, CatL, CatB,  CatK, BMPR2,

TGF-P1,  IL-8 y AR mediante qRTPCR y/o western blot y tambi6n, ensayos funcionales

de migraci6n e invasividad de c61ulas WPMY-1. En los fibroblastos transfectados con

miENAs aument6 RANKL y la expresi6n de todas las MMPs, principalmente P\nAI'-9.

En  los  osteoblastos  transfectados,  aument6  la  expresi6n  de  RANKL  y  disminuy6  1a

expresi6n de OPG. El cambio de mayor magnitud se observ6 con miR-21.

A trav6s  de  los  exosomas,  c61ulas  de  Cap reclutan c61ulas normales para favorecer su

crecimiento y extensi6n. Sus miRNAs aumentan la expresi6n de proteinas que cream un

microambiente favorable para la progresi6n tumoral y la metastasis. MiRNA-21 tiene el

mayor efecto en la modificaci6n del microambiente, e.s un posible blanco terap6utico.



ABSTRACT

Exosomes released by bulk and cancer stem cells (CSCs) modify the tumoral and pr.e-

metastatic niche. Previously, we identified miRNAs differentially expressed among these

two populations in prostate cancer (Pca) and by bioinformatics we described its effect on

tunoral microenvirorment. The goal was to validate functionally the effect of miRNAs

fromtheseexosomesontargetsrelatedwithprimaryandpre-metastaticmicroenvironment

modification.

Normalhurnanundifferentiatedosteoblasts(hFOB1.19)andprostatefibroblasts(WPMY-

1) cell lines were transfected with differentially expressed miRNas in exosomes: miR-

100-5p@othcelltypes),miR-21-5p(bulk),miR-139-5p(CSCs)andlet7c.After48hours,

changes in the expression of MMP-2, MMP-9, nan-13, RANKL, OPG, CatL, CatB,

CatK, BMPRE, TGF-P1, IL-8 and AR were evaluated by western blot and qpcR, and

functional assays.

In fibroblasts the miRNAs increased RANKL and all MMPs expression, mainly Mhff9.

In osteoblasts,  the miRNAs  increased RANKL  and diminished  OPG  expression.  The

greatermagnitudechangewasobserved`withmiR-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.



INTRODUCCI0N

EI Cancer de Pr6stata (Cap) se desarrolla en la glindula prostatica, tejido del tamafio de

una nuez,  que rodea la uretra en la base de la vejiga de los hombres, y su funci6n es

producir componentes del fluido seminal. La pr6stata deriva del tejido endod6rmico, que

surge durante la embriog6nesis tardfa, como un evento inductivo que se genera gracias a

interacciones  recfprocas  entre  el  mes6nquima  y  el  epitelio  del  seno  urogenital,  este

proceso es dependiente del estfmulo de andr6genos testiculares (Cunha, 2008).

EI  Cap  es  el  segundo  cincer mss  comtin  en  hombres  en  los  pafses  desarrollados.  La

Sociedad Americana  del  cancer,  realiz6  una  estimaci6n  de  220.800  casos  nuevos  que

serian  diagnosticados  en  Estados  Unidos  el  afro  2015  y  ocurrirfan  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 pr6stata 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 afros o mss.

A pesar de ello, un porcentaje pequefio de hombres, presenta Cap con memos de 35 afros.

La  edad promedio  al  momento  de  realizarse  el  diagn6stico  es  de  66  afros  (American

Cancer Society, 2015 b).

En  la bdsqueda  de  biomarcadores  6ptimos  ha  incrementado  el  analisis  de  mol6culas

desreguladas en el cancer, con la finalidad de aportar indicios en la detecci6n y pron6stico.
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Ademas, nuevas mol5culas y complejos moleculares se han identificado como  factores

clave en el desarrollo del cancer. Este campo abarca vesieulas 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 canceres humanos con frecuencia manifiestan heterogeneidad

intra-tumoral  en  caracteristicas  como  la  morfologfa  celular,  expresi6n  de  genes,  el

metabolismo,  la  motilidad,  capacidad  proliferativa,  inmunog5nica,  angiog5nica,  y  el

potencial metastasico (Heppner et al., 1998). En un estudio transcript6mico realizado a 25

tumores de Cap, se encontraron genes de fusi6n atipicos y expresi6n de vfas 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 61, hay pocos eventos altamente recurrentes, y el paisaje molecular parece ser uno de

gran heterogeneidad biol6gica, donde cada tumor desarrolla una combinaci6n tinica 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  extemos  que

contribuyen al desarrollo de la c5lula cancerosa. Los principales son: vasos linfaticos del

tumor y matriz extracelular, c51ulas endoteliales y pericitos,  c5lulas inmunes infiltrantes
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y c6lulas estromales Glannahan et al, 2012). Los efectos del microambiente tumoral en

las  c6lulas  cancerosas  se  relacionan  con  la  regulaci6n  de  la  proliferaci6n,  apoptosis,

migraci6n e invasi6n. Su efecto es pleiotr6pico y determinado por interacciones recfprocas

directas  e  indirectas  de  las  c6lulas  cancerosas  con componentes  de su microambiente

(Panagiotou o et al., 2015). La heterogeneidad tumoral se favorece por su microambiente,

permitiendo la aparici6n de distintas poblaciones celulares en la masa tumoral. Dentro de

estas,  hay una pequefia poblaci6n  de  c61ulas  (cercana  al  10/o)  con  capacidad  de  auto-

renovaci6n, que serian las c6lulas iniciadoras de la progresi6n tumoral. Estas c51ulas se

denominan Cancer Stem Cells (CSC) o  c6lulas madre  del  cancer,  y su mecanismo  de

acci6n se basa en la interacci6n con el microambiente tumoral (Valent et al., 2012 a).

1.2 Progresi6n del cancer: Rol de las CSC

La Heterogeneidad se desarrolla por componentes intrinsecos y extrinsecos del tumor. La

heterogeneidad  intrinseca esta  deteminada por la gen5tica,  epigen6tica y propiedades

biol6gicas de las c51ulas cancerosas que contribuyen a su actividad oncog6nica, mientras

que los componentes extrinsecos se relacionan con el microambiente que rodea al tumor,

el cual interactha reciprocamente con las c5lulas cancerosas, permitiendo el desarrollo y

la progresi6n de la enfermedad neoplasica QTeelakantan et al, 2015). Las CSC tienen un

rol   predominante   en   este   escenario,   presentan   resistencia   innata   a   las   terapias

farmacol6gicas, que a su vez se asocia con la persistencia y recurrencia de la enfemiedad

(Valent  et  al  2012  b).  Tienen  la  capacidad  de  extender  la  poblaci6n  de  sus  c5lulas,

repoblando  el  tumor  primario  y  cuando  se  establecen  en  el  sitio  de  metfstasis,  se

diferenciarfan  en  otros  tipos  de  c6lulas  de  cancer que  constituyen  la masa  del tumor
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secundario  a{reso et al, 2014). A pesar de que estas c6lulas poseen las propiedades de

latencia, auto-renovaci6n y pluripotencia, que son las mismas que tienen las c6lulas madre

de la pr6stata, el origen de ellas atin no esta claro. Se ha logrado aislar CSC, a partir de

c61ulas madre de tumores de pr6stata primarios, utilizando los mismos marcadores que se

utiliza para designar a las c5lulas madre epiteliales de la pr6stata. Estas CSC mostraron

rna alta capacidad de auto-renovaci6n y diferenciaci6n AR + (Collins et al, 2005).

La  principal  diferencia  entre  CSC  y  las  c6lulas  madre  epiteliales  de  pr6stata,  es  su

frecuencia de aparici6n. Las c6lulas madre prostaticas estin presentes en los tejidos en

una cantidad muy pequefia, por su parte, las CSC puede ser una poblaci6n importante de

la masa tumoral, sobre todo en el momento inicial de la metastasis (Jiang et al, 2012). La

proporci6n de CSC en toda la masa del tumor puede ser diferente dependiendo del tipo de

cancer,  y se ha propuesto una relaci6n entre 'la cantidad de  CSC y el pron6stico  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  c51ulas  madre,  influyendo  en  la  diferenciaci6n  de  c5lulas  que  es

condicionada por  sefiales  del  transito  del  ciclo  celular y,  posiblemente,  por  estimulos

ambientales (Quesenberry et al.,2010). Los exosomas de CSC podrian inducir cambios

fenotipicos en las c51ulas receptoras, a trav6s de intercambio gen5tico y de mol5culas que

generan un vfnculo funcional entre  las c6lulas madre y el tejido residente en diversas

condiciones fisiol6gicas y patol6gicas (Camussi et al, 2010).
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Los  exosomas presentan un  diametro  entre  30-100  nm y se  asemejan  a las vesfculas

intemas  de   los   endosomas  multivesiculares   (Simons   et  al.,   2009).   Estas  vesiculas

contienen RI`IA torincipalmente miRNAs y RNAs no  codificantes), DNA y proteinas,

todo el contenido es propio de la c5lula secretora. (Lin J et al., 2015).

La  formaci6n  de  exosomas  surgiria por invaginaci6n  de  la membrana  de  endosomas

tardfos (Raiborg et al., 2003).  Se acumulan en los cuexpos multivesiculares citos6licos,

desde donde son liberados por la fusi6n con la membrana plasmatica. La liberaci6n de la

vesicula es particularmente activa en c5lulas proliferantes, como es el caso de las c5lulas

cancerosas, donde estas vesfculas pueden liberarse de forma continua (Yeh et al., 2015).

Los  exosomas  transfieren  informaci6n,  desde  la  c6lula  secretora  a  la  receptora  por

interacci6n receptor-ligando, fusi6n con la membrana plasmatica y fagocitosis (Baietti et

al, 2012). La informaci6n contenida en los exosomas de c61ulas cancerosas, se ha asociado

a la tumorig5nesis (Elmageed et al., 2014), crecimiento del tumor (Soldevilla et al., 2014),

angiog5nesis  tumoral  (Zhou  et  al.,  2014),  resistencia  a  drogas  (Wei  et  al.,  2014),

interacci6n estroma-tumor (Webber et al., 2015) y metastasis tumoral (Costa-Silva et al.,

2015). Estas vesfculas contienen una gran cantidad de miRNAs, que serian influyentes en

los  procesos  fisiol6gicos  asociados  al  cancer,  que  tienen  un  potencial  de  uso  como

biomarcadores diagn6stico y pron6stico (Azmi et al., 2013).

Los exosomas son vesiculas secretadas por c6lulas normales y tumorales  (Keller et al.,

2006). Ademas, se han identificado en fluidos como sangre, orina, saliva, 1eche matema

y liquido cefalorraquideo (Vlassov et al., 2012). La identificaci6n de biomarcadores del

cancer  como  PCA3  y  el  gen  de  fusi6n  TITRSS2-ERG  en los  exosomas,  plantea  el
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importante rol que cumplirian en el desarrollo y metastasis del cancer (Mitchell et al.,

2009).  Los  exosomas  podrfan  ser  identificados  en  una  prueba  no-invasiva,  para  el

diagn6stico y control de la enfermedad (Zhang et al., 2015). Los miRNAs de los exosomas

regulan la expresi6n g5nica a nivel post-transcripcional, a trav6s de la via de interferencia

de RNAm (Hannafon et al., 2013). Es por esto, que se ha generado un especial inter6s por

caracterizar a los miRNAs presentes en los exosomas y definir su rol en la progresi6n de

Cap.

1.4 miRNAs: Biog6nesis y acci6n en el cancer.

Los  miRNAs  son  mol5culas  de  22  a  24  nucle6tidos,  que  desempefian  una  funci6n

reguladora de los RNA mensajeros aINAm). La biog5nesis de los miRNAs es un proceso

que  comienza en el ndcleo,  donde  los  genes  de   miRNA son transcritos por la RNA

polimerasa  11,  para  formar  miRNA  primario  ®ri-miRNAs).  Luego,  la  endonucleasa

RNasa Ill Drosha junto a la proteina DGCR8, (una protefna de uni6n a RNA de doble

hebra, que estabiliza Drosha, a trav6s de la interacci6n con su dominio C-terminal) corta

el pri-miRNA,  para liberar rna horquilla denominada pre-miARN,  que  se transporta

activamente al citoplasma por Ran-GTP y exportina-5 (Han et al, 2004). Aqui ocurre su

maduraci6n,   donde   Dicer   escinde   la   mol5cula   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 funci6n  flsiol6gica  (Cai  et al.,  2004).  I)espu6s  de  ser

incoxporado   en   el   RISC,   el   miRNA   maduro   induce   silenciamiento   g6nico   post-

transcripcional. Hay al memos 3 posibles mecanismos por los que los miRNA median la
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inhibici6n  de  la  expresi6n  g6nica:  la  hibridaci6n  y  la  degradaci6n  de  RNAm  diana,

inhibici6n de la traducci6n durante las fases  de iniciaci6n o  elongaci6n (Eulalio  et al.,

2008) y degradaci6n del RNAm, a trav6s del reclutamiento de cueapos P qiu et al., 2005).

Se ha identificado que un solo miRNA puede reprimir mss de 100 mRNAs, en promedio,

y mss del 60°/o de los genes que codifican proteinas humanas son objetivo de los miRNAs

(Urgese et al., 2016). La expresi6n de los microRNAs esta con frecuencia desregulada en

los tejidos  cancerosos,  y muchos miRNAs  se encuentran en sitios gen6micos que son

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

Los miRNAs liberados de forma pasiva de las c6lulas normales o tumorales, pueden ser

preferentemente empaquetados en los exosomas, que proporcionan un efecto protector

otorgindole estabilidad a los miRNAs extracelulares (Cheng et al., 2014). Estos miRNAs

tendrfan  un  efecto  en  el  microambiente  tumoral,  promoviendo  la  activaci6n  de  los

fibroblastos y contribuyendo a la angiog6nesis, la degradaci6n de la matriz extracelular y

la remodelaci6n del  estroma, procesos  fundamentales para  la progresi6n tumoral  y la

metastasis .(Su et al., 2014: Chang et al, 2008).

1. 5 Estroma reactivo y transici6n epitelio-mes5nquima

Los miRNAs promueven la generaci6n del estroma reactivo, una adaptaci6n caracteristica

de los Cap con progresi6n tumoral. El estroma normal se compone principalmente de

fibroblastos, c5lulas musculares lisas, y una matriz extracelular rica en fibras de colageno.

Otras   c6lulas   constituyentes   en   el   compartimiento   del   estroma   incluyen   c6lulas

endoteliales,  1as  fibras  nerviosas  aut6nomas junto  a  sus  ganglios  asociados,  y  c6lulas
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inmunes. Durante el desarrollo de los tumores, hay una modificaci6n del estroma que los

rodea,  caracterizada  por  rna  desorganizaci6n  estructural,  con  una  alteraci6n  en  la

composici6n  de  la  matriz  extracelular  y  la  aparici6n  de  los  fibroblastos  activados

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

En  el  tumor  se  observa  una  acumulaci6n  de  CAF  que  influyen  en  la  iniciaci6n,  1a

progresi6n y la respuesta al trataniento de la enfermedad (Yamashita et al., 2012). Estos

CAF  se  originarian  por  cambios  en  los  fibroblastos  que  conforman  normalmente  el

estroma y esta modificaci6n se favorecerfa por la acci6n de exosomas (Li M et al., 2016).

En un estudio se identifica a los exosomas de Cap como un factor potente para controlar

la diferenciaci6n  funcional  de BM-MSC  (c5lulas madre mesenquimales  de  la m6dula

6sea) hacia un CAF pro-angiog5nicos y pro-invasivos (Chowdhury et al, 2015 a).

El estroma reactivo posee la capacidad de revertir el fenotipo de c6lulas diferenciadas, por

lo que se presume que podria estar implicado en la generaci6n de CSC (Hannahan et al.,

2011).  El  estroma  prostatico  normal  se  compone  principalmente  de  miofibroblastos,

mientras el estroma reactivo est5 compuesto principalmente por CAF con una disminuci6n

significativa de miofibroblastos  (Clark et al,  2013  b:  Tuxhom et al.,  2011).  Los CAF

consisten en una colecci6n heterog5nea de c5lulas que expresan diferentes marcadores,

como, proteina activadora de fibroblastos, proteina especffica de fibroblastos, al fa actina

de   mdsculo   liso,   y   receptor   del   factor   de   crecimiento   derivado   de   plaquetas.

Subpoblaciones de CAF aisladas de pacientes con Cap, tienen caracterfsticas bioquinicas

especfficas, posiblemente como resultado  de las influencias localizadas de poblaciones
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heterog5neas  adyacentes  de  las  c61ulas  epiteliales  tumorales,  y  se  ha  observado,  que

algunos subtipos CAF son mas tumorig6nicos que otros (Haggl6f C & Bergh A, 2012).

A diferencia de lo que ocurre en otras patologias prostaticas, como la hipelplasia benigna,

en el Cap ocurre una remodelaci6n de la matriz extracelular y la invasi6n de las c5lulas

tumorales  en  el  estroma.  El  estroma tumoral  se  desalTolla  de  forma  simultanea,  por

cambios  a  nivel  celular  y  del  ambiente  local, junto  con  los  cambios  que  causan  la

inmortalizaci6n de c61ulas epiteliales. Existe una evoluci6n gradual del microambiente del

tumor, que incluye cambios en el estroma normal por acci6n de la progresi6n de las c6lulas

del  tumor primario,  modificando  el  nicho  primario  por la  remodelaci6n  de  la matriz

extracelular.   hduciendo   la  migraci6n   de   c6lulas   de   cancer  local   a   la  met5stasis

(Cammarota & Laukkanen, 2016).

En el Cap,1os CAF contribuyen a mejorar el potencial de crecimiento de CSC al aumentar

el indice de proliferaci6n de c6lulas cancerosas, a trav6s de sefiales paracrinas (Adisetiyo

et  al.,   2014).   El  estroma  reactivo   secreta  factores  de   crecimiento   y  proteinas   de

remodelaci6n  de  la  matriz  extracelular,  principalmente  metaloproteinasas  de  matriz

(MMPs) y catepsinas, promotoras  de la progresi6n y met5stasis tumoral  (Barve et al.,

2014).  Las  m5s  estudiadas  son  las  MMPs,   estas  proteinas  estin  implicadas  en  la

degradaci6n  de  los  componentes  de  la  matriz  extracelular  del  estroma,  tales  como

colageno y fibronectina qu P et al, 2011).

Varios  estudios  ham  demostrado  que  los  exosomas  derivados  de  c5lulas  estromales,

tambi5n  pueden  interactuar  con  las  c6lulas  cancerosas  e  intercambiar  factores  pro-

oncog6nicos,presentesenelestromareactivo(Lugaetal,2012),favoreciendounproceso
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denominado transici6n epitefio-mes5nquiina (EMT). Mediante este proceso,  las c6lulas

epiteliales cambian su fenotii)o y comportamiento, de epiteliales a uno similar a las c6lulas

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 c6lulas

cancerosas  la  capacidad  de invadir la membrana basal  y migrar hacia  sitios  distantes

generando la metastasis (Kalluri et al., 2009). Se ha demostrado la capacidad de los CAF

derivado del tumor o los exosomas  de estas c5lulas, para inducir el fenotipo EMT en las

c5lulas cancerosas (Yu et al., 2014). CAF secretarfa quimioquinas que convierten a las

c5lulas epiteliales cancerosas en c6lulas mesenquimales, ejerciendo una reprogramaci6n

metab6lica  de  las  c6lulas  cancerosas,  mediante  la  inducci6n  de  un  cambio  fenotipico

(Fiaschi et al., 2012).

1.6 Remodelaci6n 6sea y metastasis de Cap

Los cambios que generan el estroma reactivo y la EMT fomentan el avance del tumor

fuera  de  la  pr6stata,  proceso  que  se  desarrolla  predominantemente  en  el  hueso.  En

condiciones nomales, el hueso presenta una constante remodelaci6n caracterizada por un

regulado equilibro entre la resorci6n 6sea mediada por los osteoclastos y la formaci6n de

hueso nuevo por parte de los osteoblastos (Florencio-Silva et al., 2015). La desregulaci6n

en este equilibrio, no es un evento exclusivo del cancer, sino comtin a muchos trastornos

6seos, como artritis y artrosis. EI Cap metastasico, generalmente es considerado como una

lesi6n de tipo  osteoblastica,  la que tambi5n es acompafiada por actividad osteoclastica

anomal (Guise, 2010). Los osteoclastos y osteoblastos ayudarian a la formaci6n de un

nicho fertil, para el establecimiento de c6lulas cancerosas.  Se realizan interacciones con
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1as  c61ulas  del  Cap,  que  fomentarfan  un  aumento  de  quimioquinas  en  el  onco-nicho,

promoviendo  el  desarrollo  de' la met5stasis  6sea.  Los  factores  secretados por el tumor

promueven el homing 6rgano-especffico (Jacob et al.,1999). Se identifica una abundancia

de TGF-P,  en el entomo del hueso, que podria actuar como un quimio-atrayente de c6lulas

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

La  supervivencia  de  las  c61ulas  malignas  que  forman  micrometastasis  en  el  6rgano

receptor no esta garantizada, ya que pueden existir diferencias entre el microambiente del

tumor primario y el sitio de metastasis. Para que se produzca la adaptaci6n del nicho pre-

metastasico, se despliegan mecanismos para modificar el microambiente. Para ello, junto

con c5lulas estromales, establecen una red de sefializaci6n para promover su crecimi.ento,

satisfacer las demandas metab6licas para la sintesis de protei'nas pro-angiog5nicas, 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 s6lo el 0,01%

de las c6lulas tumorales que entran en el torrente sanguineo, generan con 5xito un tumor

secundario (Fidler,  1970). El comienzo de la metastasis se desarrolla con la difusi6n de

las  c61ulas  de  cincer,  desde  su  sitio  de  origen  hacia  un  6rgano  distante  (Lugassy  &

Escande,  1997).  La  mayor  complicaci6n  que  manifiesta  el  Cap  es  la metastasis  6sea,

desarrollada en mas de un 80°/o de los pacientes que mueren a causa de esta enfermedad

(Ziaee S et al, 2015). En pacientes con metastasis 6sea prostatica, se observa un aumento

en la resorci6n 6sea y la osteoclastog5nesis esponfanea aioato et al, 2008). La regulaci6n

de las c6lulas 6seas esta mediada por  la activaci6n o inhibici6n de factores fundamentales
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para la diferenciaci6n 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  c51ulas  estromales  de  la m5dula  6sea,  se  une  a  su

receptor  RANK  en  la  superficie  de  los  precursores  de  osteoclastos,  estimulando  su

diferenciaci6n  a  osteoclastos  maduros.  OPG  es  un  receptor  sefiuelo  de  RANKL,  que

tambi5n  es producido por osteoblastos y c6lulas  estromales  6seas  y puede prevenir la

destrucci6n 6sea mediante el bloqueo de la uni6n entre RANKL y RANK, inhibiendo de

este  modo  la  diferenciaci6n  y  activaci6n  de  osteoclastos  (Boyce  et  al.,  2008).  La

desregulaci6n del sistema RANK AIANKL / 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

generaci6n del nicho son mdltiples y provienen de distintos origenes. El establecimiento

de las  CSC  en el nicho pre-metastasico  se presume  como  un hito  determinante  en  la

generaci6n de la lesi6n 6sea.

1.7       NGs demiRNAs de exosomas depacientes con cap

Con el fin de caracterizar el efecto de los miRNAs de exosomas en la progresi6n tumoral

y el establecimiento del nicho pre-metastasico, se ha establecido un modelo que permiti6

estudiar las CSC del Cap, mediante un m6todo de euriquecimiento 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  pr6statas,  tras  ser

sometidos a Prostatectomia radical, las que despu5s del analisis histol6gico 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 procediniento: 1as c5lulas epiteliales de Cap

fueron disgregadas mecinicamente, 1uego se realiz6 una digesti6n enzimatica del tejido,

seguido de la formaci6n del cultivo de c6lulas adherentes en su medio especifico. A este

cultivo inicial compuesto principalmente por las c6lulas epiteliales constituyentes de la

masa tumoral, se le denomin6 "bulk". A partir de estos cultivos, se realiz6 el aislamiento

y el enriquecimiento de c61ulas CSC, mediante la t5cnica de Magnetic-associated a cell

sorting (MACS) en base a anticueapos acoplados a los microbeads magn6ticos. Luego de

21  dias, se obtuvo prostatosferas enriquecidas en tomo a un 95% de CSC obtenidas por

medio de una selecci6n con los marcadores CD44 + / CD133 + / ALDH + / ABCG2 + /

CD24-, tal como se describe anteriormente (Castell6n et al., 2012).

De los 5  cultivos de c6lulas bulk y 5 de CSCs se extrajeron exosomas, de los cuales se

obtuvieron los miRNAs.  La  caracterizaci6n  de  estos  miRNAs  fue  realizada mediante

secuenciaci6n masiva QTGS), a trav6s de la plataforma Ilumina Hiseq2000. El fin de este

estudio,  es  establecer las  diferencias de  expresi6n de los miRNAs  que modificarfan  el

nicho primario (a trav6s de los exosomas de c61ulas bulk) y el nicho pre-metastfsico ®or

acci6n de los exosomas de CSC).

En  primera  instancia,  se  evalu6   la  calidad  e  integridad  del  material  gen6tico  por

bioanalizer mediante Small RNA Chip. El analisis de las c6lulas tumorales bulk y CSCs,

demostr6 una abundancia y pureza de los RNAs de tamafio pequefio suficiente para una

obtenci6n adecuada de los perfiles de miRNAs pertenecientes a las muestras.

Los datos obtenidos por NGS  se analizaron en distintos niveles (Sistemas gen6micos,

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  expresi6n

diferencial, comparando las muestras de exosomas bulk y CSCs.  (127 fueron miRNAs

conocidos y 98 potencialmente nuevos miRNAs). De estas 223 especies diferencialmente

expresadas, s61o 26 presentaron una diferencia estadisticamente significativa: 19 especies

conocidas y 7 nuevas. Se desprende del analisis de estas 19 especies, que el contenido de

miR-100 es el mas abundante, seguido por miR-21, siendo este el que se encuentra con

una  alta  expresi6n  en  exosomas  de  c6lulas  bulk  y  miR-139  altamente  expresado  en

exosomas de CSC (Sfnchez et al, 2016 a).  Se ha demostrado que estos miRNAs tienen

acci6n en el cancer. El miRNA mas abundante, miR-100 estaria implicado en la inducci6n

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 expresi6n actuarfa como un oncomiR, alterando el control del ciclo celular y

promoviendo  la  inestabilidad  gen6mica  (Leite  K  et  al.,  2013).  Mir-21  es  uno  de  los

miRNAs m5s  estudiados  en cincer y se  encuentra relacionado  con la mayoria  de los

eventos cancerosos, siendo reconocido como un oncomiR en la mayorfa de los tipos de

cancer O\Touraree N et al., 2013: Dey N et al., 2012: Zhang 8  et al., 2012).   Mir-139 se

presenta como un importante modificador de la via de diferenciaci6n 6sea (fundamental

para la metastasis 6sea osteoblastica) y se encuentra desregulado en los tipos de cincer

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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Hip6tesis

Con  los  antecedentes  previamente  descritos,  se  plante6  la  siguiente  hip6tesis:  "Los

miRNAs sobreexpresados de exosomas de Cap liberados en el nicho tumoral primario y

pre-metast5sico, modificarfan el microambiente de las c6lulas que normalmente habitan

ese  nicho,  favoreciendo  la  remodelaci6n  de  la  matriz  extracelular,  modificaci6n  de

fibroblastos y  maduraci6n de osteoblastos".

Con  el  fin  de  demostrar  la  hip6tesis,  se  plante6  como  objetivo  general  del  trabajo:

Caracterizar  el efecto de microRNAs presentes en los exosomas de Cancer Prostatico en

c6lulas que normalmente habitan el nicho prostatico (c51ulas estromales prostaticas) y pre-

metast5sico   (osteoblastos).   Para  cumplir  el  objetivo   general  fueron  planteados  los

siguientes obj etivos especfficos :

1.          Evaluar el  efecto  de miRNAs  sobreexpresados  en exosomas  de Cap  sobre  los

niveles de expresi6n de RNAm y proteinas relacionadas con la producci6n de matriz 6sea

y remodelaci6n en los  fibroblastos de pr6stata.

2.            Evaluar el efecto de miRNAs sobreexpresados en exosomas de c6lulas de cap

sobre los niveles de expresi6n de RNAm y proteinas relacionadas con la maduraci6n de

osteoblastos.

3.          Evaluar el efecto de la transfecci6n de miRNAs sobreexpresados en exosomas de

Cap en la capacidad de invasi6n y migraci6n de los fibroblastos de pr6stata.

Con   el   fin   de   dar   cumplimiento   a   estos   objetivos,   se   seleccion6   4   miRNAs

sobreexpresados en exosomas de Cap, de acuerdo al analisis por NGS, para transfectar
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osteoblastos y c61ulas 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 progresi6n tumoral y la EMT. Los osteoblastos maduros, aumentan el reclutamiento de

osteoclastos,  fomentando  la  actividad  osteoblastica  y  osteoclastica,  fen6meno  que  se

incrementa en el Cap.  En el presente estudio,  se mide el efecto de los miRNAs en la

remodelaci6n   de   fibroblastos   y   generaci6n   de   osteoblastos   maduros,   c6lulas   que

fomentarfan la progresi6n tumoral y el establecimiento del nicho pre-metastasico. Los

miRNAs seleccionados son miR-100-5p  (el miRNA mss abundante en los exosomas),

miR-21-5p  (el segundo  miRNA mas abundante y el qu.e presenta mayor diferencia de

expresi6n), miR139-5p (que presenta un alto efecto en la diferenciaci6n de osteoblastos)

y Let7c (control positivo del efecto generado por la transfecci6n de miRNAs).
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MATERIALES Y RETODOS

Cultivos celulares

Las lineas celulares fueron adquiridas en ATCC, hFOB  1.19 (ATCC ® CRL-11372TM:

osteoblastos humanos) y WPMY-1 (ATCC® CRL-2854TM: fibroblastos humanos), fueron

seleccionadas para medir el efecto de los miRNAs.

hFOB  1.19:  Las  c6lulas  cultivadas  a  una  temperatura  de  33,5°C  exhiben  una  fapida

divisi6n celular (36 horas) y su estado de diferenciaci6n es inmaduro, mientras que a una

temperatura de 39,5°C octirre una baja tasa de divi'si6n celular  (96 hrs) y los osteoblastos

completan su proceso de maduraci6n. Esta linea celular fue establecida por la transfecci6n

de tejido con el vector de expresi6n sensible a la temperatura pUCsvtsA58 y el vector de

expresi6n 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  concentraci6n en base  al volumen final.  Para los  experimentos  realizados,  las

c51ulas se cultivaron a 33°C y el recambio de medio fue cada 2-3 dias.

WPMY-1 : Las c5lulas estromales de miofibroblastos, derivan de la zona periferica de la

pr6stata de un adulto normal (54 afros, caucasico). Poseen un gen del antigeno SV40-T en

un plasmido PRSTV. Pertenecen a la familia de c61ulas derivadas de la pr6stata. El medio

base de estas c6lulas es Eagle modificado por Dulbecco. Para el medio completo se agrega
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SFB a una concentraci6n final de 5°/o. Las c61ulas se cultivaron a 37 °C  y el recambio de

medio se realiz6 cada 48 horas.

Transfecci6n de miRNAs imitadores con lil)ofectamina

Los miRNAs seleccionados para la transfecci6n fueron: hsa-miR-139-5p (478312_mil.),

hsa-miR-100-5p (478224_mir), hsa-miR-21L5p (477975_mir) y let-7c (4464081_mir). La

determinaci6n de miRNAs candidatos fue basada en el analisis de NGS realizada a las

muestras de exosomas de Cap. Let7c se utiliz6 como control positivo de la transfecci6n.

Ademas, se transfect6 las c5lulas 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 t6cnica. Los miRNAs imitadores (mirvANA, Lifetechnologies) se transfectaron a rna

concentraci6n de 25 nM.

Las  c61ulas  hFOB   1.19  y  WPMY-1,   fueron  cultivadas  bajo  condiciones  descritas

previamente,  en  6  pl.acas  de  100  mm,  hasta  obtener una  confluencia  de  50-60°/o  al

momento de la transfecci6n. Al momento de la transfecci6n se prepar6 un mix compuesto

por     opti-MeM     (2     mL,     Lifetechnologies),     1ipofectamina     RNAimax     (20LLL,

Lifetechnologies) y uno  de los miRI`IA imitadores (60HL, Lifetechnologies) por placa:

miR-139, miR-100, miR-21, Let7c y miR-negativo. Se dej6 una placa como control, que

fue tratada de igual manera,  omitiendo  algdn miRNA imitador.  Cada mix se  dej6  20

minutos a temperatura ambiente, antes de la transfecci6n. Las c61ulas se lavaron 3 veces

con PBS  IX y, posteriormente se agreg6 la mezcla a cada placa. Las c6lulas hFOB  1.19

se cultivaron a 33°C y WPMY-1 a 37°C. Luego de 6 horas post-transfecci6n, se agreg6 2
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mL  del  medio  de  cultivo  suplementado  para  cada  linea  celular,  48  horas  despu5s  se

recogieron las c6lulas, para extraer el RNA y proteinas totales de cada tratamiento.

Extracci6n de RNA v Droteinas

Dos dfas despu6s de la transfecci6n, 1as c6lulas 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 IX frio.

La  extracci6n  de  protefnas  y  RNA  se  realiz6  con  el  Kit Paris  (Lifetechnologies).  Se

siguieron las indicaciones del protocolo, dividiendo el volumen total de lisado en 2 para

la extracci6n de RNA y proteinas.

El lisado del cual se obtuvo las proteinas, se coloc6 en hielo 10 minutos, se agreg6 200 o

400 uL de Tamp6n RIpa (dependiendo de la concentraci6n del lisado) y se pas6 por aguja

varias veces para asegurar la ruptura celular. Posteriormente, se centrifug6 a 16.000g y se

agreg6 coctel de inhibidor de proteasas (miniEDTA, Roche). Se guardaron las proteinas a

-20OC.

E1 1isado del cual se realiz6 la extracci6n de RNA, se mezcl6 con igual volumen de tamp6n

de Lisis y se agreg6 un volumeh igual de etanol 100%. Luego, se carg61a muestra en un

filtro  y  se  centrifug6  a  10.000  g por  1  minuto.  La  soluci6n  que  atraves6  el  filtro  fue

descartada y el filtro fue lavado  con 700  HL de  soluci6n de lavado  1,  se centrifug6  a

10.000g y se descart6 el filtrado. Se lav6 nuevamente la columna, 2 veces, con   500 prL

de soluci6n de lavado 2/3. Finalmente, se eluy6 el RI`IA con 50prL de soluci6n de eluci6n

precalentada a 95°C.
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Trans crib ci6n reversa

Se realiz6  la reacci6n  de transcripci6n reversa  (RT)  con  1,5  Hg de RNA  (medido por

Nanodrop). La reacci6n de RT-PCR fue realizada con un tratamiento previo con DNasa,

con el fin de eliminar el DNA gen6mico. De cada lisado celular se gener6 una mezcla de

reacci6n general, con 1  ILL Dnasal ¢romega),1prL tamp6n Dnasa I lox (Promega), un

volumen de lisado con una concentraci6n de 1,5 Hg (volumen variable) y agua ultrapura

(el volumen final del lisado y agua es 8 HL). Cada reacci6n de 10 prL, se incub6 30 minutos

a 37°C y luego, se agreg6 1  HL de soluci6n de detenci6n de la Dnasa. Despu5s se incub6

cada muestra a 65°C por 10 minutos y transcurrido ese tiempo se agreg6 1 LIL de partidores

aleatorios  (Promega),  para  la  sintesis  de  CDNA.  Se  incub6  a  70°C  por  5  minutos,

transcurrido este tiempo, 1as muestras se dejaron inmediatamente en hielo. Finalmente, se

agreg6:  4HL de tamp6n MMLV Q'romega), 4HL DNTPS  (2.5 mM) y  lHL de MMLV

transcriptasa reversa (Promega). Se mezcl6 con la muestra tratada con Dnasa y se incub6

60 minutos a 37°C,  10 minutos a 72°C y se conserv6 a 4°C. Los cDNAs obtenidos se

mantienen a -20°C.

PCR cuantitativo (qpcR)

La reacci6n de qpcR general, se realiz6 con 10 HL del reactivo master mix I SYBR Green,

1HL de partidor adelantado (10 mM),1prL de partidor reverso (10 mM), agua y 1  HL de

CDNA . En el caso de GAPDH se utiliz6 0,3HL de partidor adelantado (10mM) y 0,3LLL

departidorreverso(10mM).Lalistadelospartidores,seadjuntaenlatablasuplementaria

1.  La reacci6n se realiz6  en un termociclador Light Cycler 480  (Roche) utilizando  el

siguiente programa: Pre-incubaci6n (95°C, 10 minutos), Amplificaci6n 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 expresi6n de cada RNAm estudiado,  se obtuvo mediante el analisis de los

resultados obtenidos con los Ct en el qpcR. Cada muestra fue normalizada por GAPDH.

La formula utilizada fue:

2-AAct

Donde 2 corresponde a la eficiencia de ampliflcaci6n 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 eflciencias no aproximables a 2, se

uti|iz6  |a  siguiente  formula:  EAct tratamfent°/ EAct C°ntr°[.  Donde  E  es  |a  eficiencia  de  cada

partidor.

Western Blot

Se realizaron geles de acrilamida con una concentraci6n de 10% o 12%.   Se cargaron 20

pug de proteinas, extraidas de cada experimento de transfecci6n. Se agreg6 a las muestras

tamp6n 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 incluy6 un peso molecular (Page ruler

plus2 thermofisher), para identificar el tamafio  de las proteinas de  inter6s.  Luego  de la

separaci6n, por electroforesis, los geles se transfineron a membranas de nitrocelulosa. Se

realiz6 una transferencia htimeda a 100V (voltaje constante) por 1 hora. Transcurrida la
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transferencia,   se  verific6   la  eficiencia,   tifiendo   las  membranas   con  rojo  ponceau.

Posteriormente, se incub6 con el anticuelpo primario toda la noche o 1 hora a temperatura

ambiente (s6lo para el caso de B-actina). Ellistado de anticuelpos y las diluciones se anexa

en la tabla suplementaria 2. Se realizaron 3 lavados de  10 minutos en agitaci6n suave, a

temperatura  ambiente  con  tamp6n  TBS-T.  Luego,  se  incub6   1  hora  a  temperatura

ambiente con el anticuexpo secundario indicado para cada anticuexpo primario en diluci6n

1:  10.000. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos a temperatura ambiente con TBS-T y 2

lavados de 5 minutos con TBS  IX, ambos en agitaci6n suave. El revelado se realiz6 con

sustrato de peroxidasa para la quimioluminiscencia   a]cl, thermofisher), se agreg6 a la

membrana igual volumen de soluci6n 1 y soluci6n 2 de ECL y se dej6 la membrana con

los    reactivos    en    oscuridad    por    5    minutos.    Se    evalu6    la    intensidad    de    la

quimioluminiscencia, mediante el scaner c-digit (Li-Cor Biosciences). La normalizaci6n

del western blot se realiz6 con respecto a los niveles de expresi6n de la proteina B-actina

y se calcul6 una relaci6n entre Proteina analizada/proteina b-actina para cada tratamiento.

Ensavo de migraci6n Transwell

El ensayo de migraci6n se realiz6 mediante la transfecci6n con miRNAs imitadores, bajo

las  mismas  condiciones  descritas  anteriomente.  A las  24 horas post transfecci6n,  las

c6lulas se recogieron y se sembraron en pocillos con membrana microporosa (Transwell,

Coming) con una membrana de 6.5 mm de poro, que permite a las c6lulas migrar hacia la

parte inferior del pocillo.  Se sembraron en la parte superior del pocillo con membrana

microporosa, 5.000 c6lulas en un volumen de 100 prL de medio de cultivo suplementado

con 0,1 % SFB. El medio de cultivo debajo del pocillo, ten fa una concentraci6n de loo/o de
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SFB,  favoreciendo  la migraci6n hacia  la parte  inferior.  Transcurridas  20  horas  de  la

siembra, se removieron mecanicamente las c61ulas alojadas en la parte superior del pocillo

microporoso, esto con el fin de observar exclusivamente las c6lulas de la parte inferior y

analizar el desplazamiento por microscopfa. Las c6lulas fueron fijadas  10 minutos con

etanol y tefiidas 5 minutos con cristal violeta 1% p/v. Luego,1as c6lulas fueron observadas

al microscopio de campo claro y con un aumento lox, se tomaron fotos de 7 campos al

azar por cada ensayo y se contaron las c6lulas presentes.

Ensavo de migraci6n cierre de herida

Este ensayo fue realizado en las c6lulas WPMY-1 para medir su desplazamiento,1uego de

realizar una herida. Estas c5lulas tienen una tasa de divisi6n celular de 48 horas, por lo

que todos los experimentos se realizaron a las veinte horas post herida. Se transfectaron

las c6lulas como se describi6 anteriormente y 24 horas despu6s, fueron sembradas 75.000

c6lulas en pocillos de 2 cm2 ®1aca de 24 pocillos). Veinticuatro horas despu6s,  se realiz6

la  herida  con  una  punta  de  pipeta  de  200quL,  y  tras  veinte  horas,   se  analiz6   el

desplazamiento de estas c6lulas hacia la zona de la herida. Las c6lulas fueron fijadas  10

minutos  con  etanol  y  tefiidas  5  minutos  con  cristal-violeta  1%  p/v.  Las  c5lulas  se

observaron  en  un  microscopio  de  campo  claro  y  un  aumento  de  lox,  se  tomaron

fotografias al minuto 0 y luego a las 20 horas y se evalu6 el desplazamiento del frente de

herida en todas las transfecciones.
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Estadfstica

Las transfecciones con miRNAs de las c5lulas WPMY-1  y hFOB  1.19,  se hicieron en

triplicado. Cada experimento de qpcR fue realizado en triplicado para cada transfecci6n

(n=9 en total) y de cada western blot n=3 en total. Los ensayos de migraci6n e invasividad,

tambi6n fueron realizados con n=3 .

La normalizaci6n  del  qpcR se realiz6  con respecto  al  gen constitutivo  GAPDH  y la

cuantificaci6n relativa de la expresi6n de los objetivos, fue calculada por el m5todo AAct

descrito anteriormente. La normalizaci6n del western blot, se realiz6 respecto a B-actina.

Se utiliz6 la prueba no param5trica U Mann Whitney, que permiti6 comparar el efecto de

las  condiciones de tratamiento en muestras aleatorias independientes.
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RESULTADOS

1)   Evaluaci6n  de  la  eficiencia  de  la  transfecci6n  de    miRNAs  imitadores  en

c6Iulas WPMY-1 y hF0B 1.19.

Se  evalu6  la  efectividad  de  la transfecci6n  de  cada miRNA  en  estudio,  evaluando  la

inhibici6n de la expresi6n de RNAm de blancos comprobados en literatura (Tabla 1), para

las c5lulas WPMY-1  (Figural) y hFOB  1.19 (Figura 2). Los blancos seleccionados son

directos en la inhibici6n de los miRNAs estudiados. La eficiencia de amplificaci6n de los

partidores se especifica en los anexos (tabla suplementaria 3). En ambas lineas celulares

tratadas con miRNAs imitadores, se observ6 una disminuci6n en los niveles de expresi6n

del RNAm blanco con respecto a los niveles de RNAm basales. Una disminuci6n mayor

al 60% se considera producto de una inhibici6n de la expresi6n del RNAm, debido a una

transfecci6n eficiente.

Tabla  1:  Blancos  de  inhibici6n  de  cada miRNA,  utilizados  para  la  eficiencia  de  la

transfecci6n de los miRNAs imitadores en las c6lulas WPMY-1 y hFOB 1.19.

miENA imitadores Blanco

miR-100-5p BNIR2

miR-21-5p P63

miR-139-5p OPG

Let7c AR

La transfecci6n con los miRNAs en los fibroblastos WPMY-1  ¢igura 1) disminuy6 su

expresi6n con respecto a la expresi6n relativa de las c5lulas control, por sobre el 77% en
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todos los experimentos: 97,3% en BMPR2, 77,3% en P63, 86% en OPG y 94,80/o en AR.

La transfecci6n con miRNA negativo produce un leve aumento no significativo respecto

de la expresi6n basal. Estos resultados mos indican, que la inhibici6n se atribuye al efecto

de los miRNAs y no a la t6cnica.

Eficfencf3delatransfes€i6nenc6lulaswpMY-1
transfect=das con mf RNAs

*
aE

I *
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Figura  1:  Eficiencia  de  la  transfecci6n  en  c6lulas  WPMY-I  con  relaci6n  a  la

expresi6n   relativa   de   RNAm   blanco.   La   condici6n   control   son   las   c5lulas   no

transfectadas y su expresi6n se utiliz6 como nivel  basal de expresi6n, y se normaliz6 en

base  al  m5todo  AAct  GAPDH.  Las  columnas  en  amarillo  representan la  expresi6n  de

RNAm basal  de  cada blanco,  las  columnas  rojas  representan  la  expresi6n  de  RNAm

blanco de las c6lulas transfectadas con miRNAs y las colunnas verdes la expresi6n de

RNAm blanco de las c6lulas transfectadas con miRI`IA negativo. Las barras negras indican

la desviaci6n estandar qu = 9).   * = p < 0,05 comparado con las c6lulas control.
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En osteoblastos, se midi6 1a expresi6n de los RNAm blanco tras la transfecci6n respecto

de la condici6n control (Figura 2). En las c6lulas trasfectadas, se observ6 una disminuci6n

mayor al 720/o en todos los casos: 92,2% en BMPR2, 73% en P63 y 90,10/o en OPG. No

se midi6 la eficiencia de Let7c en hFOB  1.19, ya que no se expresa el blanco (AR). Let7c

se utiliz6 como control positivo, su efecto en la transfecci6n se encuentra comprobado en

literatura, por lo que no se busc6 un nuevo blanco de Let7c para las c6lulas hFOB  1.19.

Eficien€ia de 13 tramsfecei6n en c€Iulas hFOB 1.19
tra nsferfudas con m! RNAs

Btw\pREaREpaeBMpm                  ess        P6a        Pee                     OPG      OPG      OPG
carrsredm"iG®  mR-               tomol mf±21    mf=-                Cortrol   inn-mH-
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Figura  2:  Eficiencia  de  la  transfecci6n  en  c6lulas  hFOB  1.19  con  relaci6n  a  la

expresi6n   relativa   de   RNAm   blanco.   La   condici6n   control   son   las   c6lulas   no

transfectadas y su expresi6n se utiliz6 como nivel  basal de expresi6n, y se normaliz6 en

base a AAct GAPDH. Las columnas en amarillo representan la expresi6n de RNAm basal

de  cada blanco,  las columnas rojas  representan  la expresi6n  de  RNAm  blanco  de  las

c6lulas transfectadas con miRNAs y las columnas verdes la expresi6n de RNAm blanco

de las c6lulas transfectadas con miRNA negativo. Las barras negras indican la desviaci6n

estandar (N = 9).   *p < 0,05 comparado con las c6lulas control.
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Una vez que se verific6 1a eficiencia de la transfecci6n, se evaluaron los cambios en los

niveles de expresi6n de RNAm objetivos: MMP-2, MMP-9, MMP-13, CatL, CatB, OPG,

RANKL, TGFB-1, AR, IL-8 y BMPR2. Mol5culas que se encuentran desreguladas en el

Cap, que se encontrarfan rio abajo del blanco de inhibici6n.

2)   Efecto  de los  miRNAs sobreexpresados  en  exosomas  de c6lulas  de  Cap en

c6Iulas WPMY-1 con respecto a la expresi6n de proteinas relacionadas con la

progresi6n tumoral.

Se evalu6 el efecto de la transfecci6n de miRNAs imitadores en las c61ulas WPMY-1, a

nivel de RNAm mediante qRTPCR y proteinas por western blot. Los RNAm candidatos

fueron elegidos considerando su rol en la progresi6n tumoral Q4hffs, catepsinas y TGF-

P1, principalmente) .El objetivo de este experimento fue evaluar si la sobreexpresi6n de

estos  miRNAs  en  las  c6lulas  WPMY-1,  producen  una  disminuci6n  o  aumento  de  la

expresi6n de los RNAm candidatos. El aumento o disminuci6n de la expresi6n de RNAln

se midi6 con respecto a las c5lulas control que se normaliz6 en 1. Para evitar la dispersi6n

de las  diferencias  de  expresi6n,  se  calcul6  el Log base 2  de cada resultado,  donde la

expresi6n de las c5lulas control se normaliza en cero, 1a disminuci6n de la expresi6n es

negativa y el aumento positivo.

2.1 Efecto en la expresi6n de MMPs

La expresi6n  de MMPs  a nivel de RNAm  en c6lulas WPMY-1  aument6  en todas  las

c51ulas transfectadas Q7igura 3).  En el caso de MNI'-2 por cada transfecci6n con respecto

a las c6lulas 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 observ6 un aumento signiflcativo en la expresi6n de RNAm al transfectar

las c6lulas con miR-21 para las 3 MMPs. EI RNAm de Mhff-9 present6 el mayor aumento

en    la    expresi6n.    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.

Expresi6ndeRNAmdeMMPsdec6]ulas
WPIVIY-1trartsrfectadasconmiRNAs

-1FFf#   +F§REspr  F#Sappe
Figura 3: Efecto de la transfecci6n de miRNAs en la expresi6n de RNAm de MMPs

en c6Iulas WPMY-1. Las columnas muestran la expresi6n del RNAm de MMP de las

c6lulas  transfectadas  con  1  miRNA:  Let7c  (celeste),  miR-100  (verde),  miR-21  (rojo),

miR-139  (rosado)  y  miR-negativo  (azul).  El  tratamiento  control  son  las  c6lulas  no

transfectadas,  su expresi6n se utiliz6 como basal y se normaliz6 como cero, por el m5todo

Log en base 2 del AAct GAPDH. Las barras representan la desviaci6n estandar (N =9).

* = p < 0,05 comparado con las c6lulas control.
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Por otra parte, a nivel de proteinas, las MMPs tambi5n aumentaron su expresi6n relativa

con respecto a c5lulas control. La normalizaci6n se realiz6 con respecto a la expresi6n de

la proteina B-actina. El aumento de la protefna MMP-2 en cada transfecci6n fue de: 2,24

en Let7c, 2,76 en miR-100, 4,17 en miR-21  y 2,89 en miR-139. En Mhff-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 Mhff-13 fue de: 3,91  en Let7c, 3,16 en miR-loo, 7,15 en miR-21  y 2,21  en miR-139.

jNfNNkh       vfr±      wMWMfu
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Expresich de proteinas MMPs de celulas WPMY-1
transfectadas Con miRNAs
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Figura  4:  Efecto  de  la  transfecci6n  de  miRNAs  imitadores  en  la  expresi6n  de

proteinas  MMPs  en  c6lulas  WPMY-1.  A)  Imagen  representativa  de  un  ensayo  de

western blot con las proteinas de c5lulas WPMY-1 transfectadas con miRNAs. En la parte

inferior de la figura, se identifica el tratamiento realizado en las proteinas de cada carril.

8)  Las  columnas  en amarillo  representan  la expresi6n basal  de proteinas,  y  las  demas

columnas la expresi6n de MMPs de c5lulas transfectadas con  1  miRNA: Let7c (celeste),

miR-100 (verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviaci6n

estandar (N =3).   * = p < 0, 05 comparado con las c6lulas control.
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2.2 Efecto en la expresi6n de RANKL y OPG

Se evalu6 la expresi6n de RNAm de RANKL y OPG en c5lulas WPMY-1 transfectadas

con miRNAs imitadores (Figura 5). La acci6n biol6gica de estas proteinas es opuesta, lo

mismo  ocurre con sus niveles de expresi6n en las c61ulas. Esto fue corroborado por el

experimento de transfecci6n, en el cual la expresi6n de RNAm de RANKL aument6 en

las c6lulas transfectadas, mientras que el RNAm de OPG disminuy6. El aumento de la

expresi6n 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  disminuci6n  de  la  expresi6n  del  RNAm  de  OPG  de  c6lulas

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 transfecci6n con miR-negativo,  el cambio de expresi6n fue:  -0,06  en

RANKL y 0,15  en OPG.  El aumento  mas  significativo  de  la expresi6n de RNAm de

RANKL  fue  en  la transfecci6n  con miR-21  y  la  disminuci6n mas  significativa de  la

expresi6n de RNAm de OPG en las transfecciones con miR-139 y miR-21.

A  nivel  de  proteinas  RANKL  y  OPG mostraron  un  cambio  de  expresi6n  similar  al

observado a nivel de RNAm por transfecci6n de miENAs en las c5lulas WPMY-1 (Figura

6). RANKL aument6 su expresi6n proteica, mientras OPG disminuy6 su expresi6n con

respecto a las c61ulas 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 disminuci6n de OPG fue de: 0,48 en

Let7c, 0,69  en miR-100, 0,32 en miR-21 y 0,53 en miR-139.
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Figura 5: Efecto de la transfecci6n de miRNAs imitadores en la expresi6n de RNAm

de RANKL y OPG en c6lulas WPMY-1. Las columnas muestran la expresi6n del RNAm

de MMP de  las  c6lulas  transfectadas  con  1  miRNA:  Let7c  (celeste),  miR-100  (verde),

miR-21  (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo  (azul).  El tratamiento control son las

c6lulas no transfectadas,   su expresi6n se utiliz6 como basal y se normaliz6 como cero,

por el  m6todo  Log en  base 2  del  AAct GAPDH.  Las  barras representan  la desviaci6n

estandar (N =9).   * = p < 0,05 comparado con las c6lulas control.
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Figura 6: Efecto de la transfecci6n de miRNAs en ]a expresi6n de proteinas RANKL

y OPG en c6lulas WPMY-1. A) Imagen representativa de un ensayo de western blot con

las proteinas de c6lulas WPMY-1  transfectadas con miRNAs. En la parte inferior de la

figura,  se  identifica  el  tratamiento  realizado  en  las  proteinas  de  cada  carril.  8)  Las

columnas en amarillo representan la expresi6n basal de protefnas, y las demas columnas

la expresi6n de MMPs de c6lulas transfectadas con  1  miRNA: Let7c (celeste), miR-100

(verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviaci6n estandar.

(N =3). * = p < 0, 05 comparado con las c6lulas control.

2.3 Efecto en la expresi6n de otras proteinas relacionadas con la progresi6n tumoral

Se  evalu6  el  efecto  en  la transfecci6n  de proteinas  con un  rol  activo  en  la progresi6n

tumoral y la generaci6n de cambios en el nicho 6seo. CatL, CatB, CatK son protefnas que

ejercen acci6n en la remodelaci6n de la matriz extracelular, de manera predominante en

las c6lulas 6seas. BMPR2, permite a las proteinas morfogen6ticas 6seas ejercer su acci6n,

para el  mantenimiento  del recambio  6seo.  Col  Ill  es un componente  estructural  de la
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matriz extracelular.  IL-8, TGF-Pl  y AR cumplen un col en la EMT y la generaci6n del

estroma reactivo.

Se evalu6 el efecto en la transfecci6n con miRNAs de la expresi6n del RNAm de CatB,

IL-8 y TGF-P1 (Figura 7) y AR, BITR2 y CatL (Figura 8).

CatB, IL-8 y TGF-P 1 aumentaron su expresi6n a nivel de RNAm con respecto a las c6lulas

control. En CatB se observ6 un aumento en la expresi6n 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 expresi6n en:  3,08  en let7c,

0,57 en miR-100, 0,71  en miR-21  y 4,62 en miR139. TGF-Pl  aument6 su expresi6n de

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

En el caso de AR, BhffR2 y CatL se observ6 una disminuci6n de la expresi6n de RNAm

con respecto a las c5lulas no transfectadas Q]igura 8). AR: -3,06 en let7c, -2,02 en miR-

100, -2,81  en miR-21  y -2,65 en miR-139. BhAI'R2: -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 transfecci6n con miRNA negativo, tuvo una diferencia de expresi6n no significativa

con respecto a las c6lulas 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.
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Figura 7: Efecto de la transfecci6n de miRNAs imitadores en la expresi6n de RNAm

de CatB, IL-8 y TGF-Pl en c6Iulas WPMY-1. Las columnas muestran la expresi6n del

RNAm  de  MMP  de  las  c5lulas transfectadas  con  1  miRNA:  Let7c  (celeste),  miR-100

(verde), miR-21  (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control

son las c6lulas no transfectadas,  su expresi6n se utiliz6 como basal y se normaliz6 como

cero, por el m6todo Log en base 2 del AAct GAPDH. Las barras representan la desviaci6n

esfandar (N =9).   * = p < 0,05 comparado con las c6lulas control.
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Figura 8: Efecto de la transfecci6n de miRNAs imitadores en la expresi6n de RNAm

de AR, BMPR2 y CatL en c6lulas WPMY-1. Las columnas muestran la expresi6n del

RNAm  de  MMP  de  las  c6lulas transfectadas  con  1  miRNA:  Let7c  (celeste),  miR-loo

(verde), miR-21  (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control

son las c6lulas no transfectadas,  su expresi6n se utiliz6 como basal y se normaliz6 como

cero, por el m6todo Log en base 2 del AAct GAPDH. Las barras representan la desviaci6n

esfandar (N =9).   * = p < 0,05 comparado con las c6lulas control.

A nivel proteico  se evalu6  IL-8,  Col  Ill y CatK, proteinas  implicadas  en  la progresi6n

tumoral. Estas proteinas aumentaron su expresi6n con respecto a c6lulas no transfectadas.

IL-8  fue de:  3,8 en Let7c,1,23  en miR-loo,   2,93  en miR-21  y 3,21  en miR-139. En el

caso de Col Ill 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 expresi6n proteica mss significativo fue en la transfecci6n

con miR-21  en los 3 casos.
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Figura 9: Hfecto de la transfecci6n de miRNAs en la expresi6n de proteinas IL-8, Col

Ill y CatK en  c6Iulas WPMY-1. A) Imagen representativa de un ensayo de western blot

con las proteinas de c6lulas WPMY-1 transfectadas con miRNAs. En la parte inferior de

la  figura,  se  identifica  el  tratamiento  realizado  en  las  proteinas  de  cada carril.  8)  Las

columnas en amarillo representan la expresi6n basal de proteinas, y las demas columnas

la expresi6n de MMPs de c6lulas transfectadas con  1  miRNA: Let7c (celeste), miR-100

(verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviaci6n estandar.

(N =3).  * = p < 0, 05 comparado con las c5lulas control.

3)   Efecto  de  los  miRNAs  sobreexpresados  en  exosomas  de c6lulas  de  Cap en

c6Iulas hF0B 1.19 con respecto a la expresi6n de proteinas relacionadas con

la progresi6n tumoral.

Se evalu6 el efecto de la transfecci6n de miRNAs en las c6lulas hFOB  I.19, de expresi6n

demol6culasvinculadasconlamodificaci6ndelnicho6seo,aniveldeRNAmyprotefnas.
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3 .1 Efecto de miRNAs en Mhff s

Se evalu6 el efecto de los miRNAs en osteoblastos a nivel de RNAm de MMPs de c6lulas

hFOB 1.19 (Figura 10). Todas las MMPs aumentaron su expresi6n. 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

MNI-13 fue de:  1,98 en let7c, 2,63 en miR-100, 3,45 en miR-21  y 1,84 en miR-139. La

transfecci6n con miR-negativo fue: 0,24 en MMP-2, 0,25 en MNI'-9 y 0,35 en MMP-13.

Expresi6ndeRNAmdeMIVIPsdec6lulaa
hFOB 1.19 transfectadas con miRNAs
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Figura 10: Efecto de ]a transfecci6n de miRNAs en la expresi6n de RNAm de MMPs

en c6Iulas hF0B 1.19. Las columnas muestran la expresi6n del RNAm de MMP de las

c6lulas  transfectadas  con  I  miRNA:  Let7c  (celeste),  miR-100  (verde),  miR-2l  (rojo),

miR-139  (rosado)  y  miR-negativo  (azul).  El  tratamiento  control  son  las  celulas  no

transfectadas,  su expresi6n se utiliz6 como basal y se normaliz6 como cero, por el m5todo

Log en base 2 del AAct GAPDH. Las barras representan la desviaci6n estandar (N =9).

* = p < 0,05 comparado con las c5lulas control.
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La transfecci6n de miRNAs en c6lulas hFOB  1.19 provoc6 un aumento en la expresi6n

proteica de MMPs con respecto a la expresi6n de c6lulas no transfectadas. En MhAI'-2 fue

de: 2,13 en Let7c, 2,31  en miR-loo,10,86 en miR-21 y 1,76 en miR-139. En  MhAI'-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 protefna MMP-9 para todos los miRNAs en estudio. MiR-21

fue el que present6 un aumento mas significativo en todas las MMPs analizadas.
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Figura 11 : Efecto de la transfecci6n de miRNAs imitadores en la expresi6n de RNAm

de proteinas MMPs en c6lulas hFOB 1.19. A) Imagen representativa de un ensayo de

western blot con  las protefnas de c6lulas hFOB  1.19 transfectadas con miRNAs.  En  la

parte inferior de la figura, se identifica el tratamiento realizado en las proteinas de cada

carril.  8)  Las  columnas  en amarillo representan  la expresi6n  basal  de proteinas,  y  las

demas columnas  la expresi6n  de MMPs  de c6lulas transfectadas  con  1  miRNA:  Let7c

(celeste), miR-100 (verde), miR-21  (rojo) y miR-139 (rosado). Las balTas representan la

desviaci6n estandar (N =3).   * = p < 0, 05 comparado con las c6lulas control.
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3.2 Efecto en la expresi6n de RANKL y OPG

Se evalu6 la expresi6n de RNAm de RANKL y OPG en c5lulas hFOB 1.19 transfectadas

con miRNAs  a?igura  12).  La transfecci6n tiene  un  efecto  biol6gico  opuesto  sobre  la

expresi6n de estas proteinas, similar a lo observado en las c6lulas WPMY-1. La expresi6n

de RNAm de RANKL aument6  en las c6lulas transfectadas, mientras la expresi6n del

RNAm de OPG disminuy6. El aumento de la expresi6n de RNAm de RANKL fue de:

0,52enlet7c,0,89enmiR-100,3,19enmiR-21,2,29enmiR-139y0,29enmiR-negativo.

La disminuci6n de la expresi6n del RNAm de OPG fue de:  1,89 en let7c (observo un

aumento de expresi6n), -1,76 en miR-loo, -3,61 en miR-21, -3,32 en miR-139 y 0,12 en

miR-negativo.  El aumento mss significativo de la expresi6n de RNAm de RANKL fue el

la transfecci6n con miR-21 y la disminuci6n mss significativa de la expresi6n de RNAm

de OPG en las transfecciones con miR-139 y miR-21.
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Figura  12:  Efecto  de  la  transfecci6n  de  miRNAs  en  la  expresi6n  de  RNAm  de

RANKL y OPG en c6lulas hF0B 1.19. Las columnas muestran la expresi6n del RNAm

de MMP de  las  c6lulas transfectadas  con  1  miRNA:  Let7c  (celeste),  miR-100  (verde),

miR-21  (rojo),  miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul).  El tratamiento control son las

c6lulas no transfectadas,   su expresi6n se utiliz6 como basal y se normaliz6 como cero,

por el m5todo  Log en  base  2  del  AAct GAPDH.  Las  barras representan  la desviaci6n

estandar (N =9).   * = p < 0,05 comparado con las c5lulas control.

A  nivel  de  proteinas  RANKL  y  OPG  mostraron  un  cambio  de  expresi6n  similar  al

originado con la transfecci6n de miRNAs en las c6lulas WPMY-1. RANKL aument6 su

expresi6n proteica, mientras OPG disminuy6 su expresi6n con respecto a las c5lulas 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 disminuci6n 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 transfecci6n de miRNAs en la expresi6n de proteinas RANKL

y OPG en c6lulas hF0B I.19. A) Imagen representativa de un ensayo de western blot

con las proteinas de c6lulas hFOB  1.19 transfectadas con miRNAs. En la parte inferior de

la  figura,  se  identifica el  tratamiento  realizado  en  las  proteinas  de  cada carril.  8)  Las

columnas en amarillo representan la expresi6n basal de proteinas, y las demas columnas

la expresi6n de MMPs de celulas transfectadas con  1  miRNA: Let7c (celeste), miR-100

(verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviaci6n estandar.

N =3 * = p < 0, 05 comparado con las c6lulas control.

3.3 Efecto en la expresi6n de otras proteinas relacionadas con la progresi6n tumoral

Se evalu6  el  efecto  en  la transfecci6n  de proteinas  con  un  rol  activo  en  la progresi6n

tumoral y la generaci6n de cambios en el nicho 6seo. CatL, CatB y CatK son proteinas

que ejercen acci6n predominante en  las c6lulas 6seas.  BMPR2, permite  a las protefnas

morfogen6ticas 6seas ejercer su acci6n, para el mantenimiento del recambio 6seo.
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Se evalu6 el efecto en la transfecci6n con miRNAs de la expresi6n de CatB, CatL y TGF-

PI G]igura 14) y AR, BMPR2 e IL-8 (Figura 15).

CatB, CatL y TGF-Pl presentaron cambios en su expresi6n a nivel de RNAm con respecto

a las c6lulas control. En CatB  se observ6 una disminuci6n en la expresi6n de:  -2,92  en

let7c,  -3,52  en  miR-100,  -4,22   en  miR-21   y  -0,96  en  miR-139.   CatL  y  TGF-  f}1

aumentaron su expresi6n de RNAm en la mayorfa de las transfecciones. CatL aumento su

expresi6n:  1,07 en let7c, 4,43  en miR-100, 4,27 en miR-21  y 3,54 en miR139. TGF-Pl

aument6 su expresi6n (con excepci6n 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, BMPR2 e IL-8 se observ6 una disminuci6n de la expresi6n de RNAm

con respecto a las c5lulas no transfectadas en AR, BMPR2 e IL-8, con la diferencia que

en  esta  dltima  se  observ6  un  aumento  no  significativo  de  miR-21  (Figura  15).  AR

disminuy6 su expresi6n de RNAm: -1,23 en let7c, -5,35 en miR-100, -0,48 en miR-21 y -

1,92  en miR-139. BhffR2 disminuy6 su expresi6n 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 expresi6n de RNAm:

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

La transfecci6n con miRNA negativo, tuvo una diferencia de expresi6n no significativa:

0,22 en CatB, 0,33 en CatL, 0,4 en TGF-P1, 0,27 en AR, 0,23 en BMPR2, -0,03 en IL-8.
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Figura  14:  Efecto  de  la  transfecci6n  de  miRNAs  en  la  expresi6n  de  RNAm  de

Catepsinas y TGF-Pl  en c6lulas hFOB  1.19. Las columnas muestran la expresi6n del

RNAm  de  MMP  de  las  c6lulas  transfectadas  con  1  miRNA:  Let7c  (celeste),  miR-100

(verde), miR-21  (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo (azul). El tratamiento control

son las c6lulas no transfectadas,  su expresi6n se utiliz6 como basal y se normaliz6 como

cero, por el m6todo Log en base 2 del AAct GAPDH. Las barras representan la desviaci6n

estandar (N =9).   * = p < 0,05 comparado con las c5lulas control.
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Figura 15: Efecto de la transfecci6n de miRNAs en la expresi6n de RNAm de AR,

BMPR-2 e IL-8 en c6Iulas hFOB 1.19. Las columnas muestran la expresi6n del ENAm

de  MMP de  las c6lulas transfectadas  con  1  miRNA:  Let7c  (celeste),  miR-100  (verde),

miR-21  (rojo), miR-139 (rosado) y miR-negativo  (azul).  El tratamiento control  son las

c6lulas no transfectadas,   su expresi6n se utiliz6 como basal y se normaliz6 como cero,

por el  metodo  Log  en  base  2  del  AAct GAPDH.  Las barras  representan  la desviaci6n

estandar (N =9).   * = p < 0,05 comparado con las c6lulas control.

A  nivel  de  proteinas  se  evalu6  IL-8  y  CatK  de  c6lulas  hFOB  1.19  transfectadas  con

miRNAs imitadores. Estas proteinas aumentaron su expresi6n con respecto a c6lulas no

transfectadas. El aumento en la expresi6n de IL-8 fue de:  1,48 en Let7c,1,38 en miR-100,

I,56 en miR-21  y 1,66 en miR-139. En el caso de CatK fue de:  I,12 en Let7c,1,49 en

miR-100,  3,41   en  miR-21   y  2,83  en  miR-139  Se  observ6  un  aumento  significativo

estadisticamente en IL-8 y CatK, para las c6lulas transfectadas con miR-21 y miR-139.
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Figura 16: Efecto de la transfecci6n de miRNAs en la expresi6n de proteinas IL-8 y

CatK en c6Iulas hFOB 1.19. A) Imagen representativa de un ensayo de western blot con

las proteinas de celulas hFOB  1.19 transfectadas con miRNAs. En la parte inferior de la

figura,  se  identifica  el  tratamiento  realizado  en  las  proteinas  de  cada  carril.  a)  Las

columnas en anarillo representan la expresi6n basal de proteinas, y las demas columnas

la expresi6n de MMPs de c6lulas transfectadas con  1  miRNA: Let7c (celeste), miR-100

(verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras representan la desviaci6n estandar.

(N =3). * = p < 0, 05 comparado con las c6lulas control.

4)   Efecto de los miRNAs sobreexpresados en exosomas de c6lulas de Cap en la

migraci6n de c6lulas WPMY-1, mediante cierre de herida.

La capacidad de migrar de las c6lulas tumorales es necesaria para el establecimiento del

tumor en un nuevo nicho metastasico. Las c5lulas que componen el estroma reactivo se

ham sindicado como fundamentales para el desarrollo de la EMT y la generaci6n del nicho

pre-metasfasico. Es por esto, que medimos el efecto de los miRNAs en la capacidad de

migrar de las c6lulas estromales de pr6stata. 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 pr6stata (WPMY-1 ).

Se realiz6 el ensayo de cierre de herida con c6lulas WPMY-1 transfectadas con miRNAs

24 horas antes. Cinco mil c6lulas fueron sembradas en cada pocillo, donde se realiz6 una

herida con una punta p200. Se analiz6 el desplazamiento celular 24 horas post-herida. La

transfecci6n con Let7c, no fue cuantificada en la herida, ya que las c6lulas transfectadas

con  este  miRNA han  demostrado  menor  capacidad  de  adherencia  en  los  cultivos.  El

aumento en la invasividad de c6lulas WPMY-1  transfectadas con miRNAs fue de:  49%

en miR-100, 238,56% en miR-21 y 84,75°/o en miR-139.
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Figura  17:  Efecto  de  la  transfecci6n  de  miRNA  en  la  invasividad  de  las  c6lulas

WPMY-I. 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-Hm.  8)  Cuantiflcaci6n  de  la capacidad  de  invasi6n  de

c6lulas  WPMY-1.  La  columna  amarilla  representa  la  capacidad  relativa  basal  de  las

c6lulas WPMY-1 control, miR-100 (verde), miR-21 (rojo) y miR-139 (rosado). Las barras

representan la desviaci6n estandar. N =3 * = p < 0, 05 comparado con las c6lulas control.

5)   Efecto de los miRNAs sobreexpresados en exosomas de c6lulas de Cap en la

capacidad de migraci6n de c6]ulas WPMY-1, mediante Transwell.

La capacidad de migrar de las c6lulas tumorales es una caracteristica necesaria al momento

de la progresi6n tumoral. Los fibroblastos que componen el estroma reactivo, presentan

una mayor capacidad de migraci6n, que los flbroblastos normales de pr6stata.
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Se evalu6 el efecto de miRNAs sobreexpresados de exosomas de Cap en la migraci6n de

fibroblastos normales de la pr6stata 48 horas post-transfecci6n. El conteo de las c6lulas se

realiz6 por microscopfa de campo claro 40X. En todas las c6lulas transfectadas se observ6

un cambio en el ndmero de c6lulas que migran en comparaci6n con el control, pero s6lo

miR-21  mostr6 un aumento  estadisticamente  signiflcativo.  El  aumento en  la capacidad

migratoria de las c5lulas con la transfecci6n de cada miRNA ocurri6 para la transfecci6n

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 transfecci6n fue de: 47,8% en Let7c,

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

i=_t}-Ti-:T.:.-`--:-:--:-:--::::-I---;-_.i[i:-iT:-i_-=-.-i-;.:_-:.--,_-
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Figura  18:  Efecto  de  la  transfecci6n  de miRNAs  en  la  invasividad  de  las  c6lulas

WPMY-1. Se evalu6 el ntimero de c6lulas capaces de migrar por quimioatracci6n, a traves

del transwell 48 horas post siembra. A) Imagen representativa del ensayo de migraci6n a

las 48 horas post siembra. La barra representa un tamafio de loo urn. 8) Ndmero de c6lulas

que migraron por campo. La columna alnarilla representa la capacidad relativa basal de

las c5lulas WPMY-1 control, Let7c (celeste), miR-100 (verde), miR-21  (rojo) y miR-139

(rosado). N=3. La barra representa la desviaci6n estandar. * = p < 0,05 comparado con las

c6lulas  control.  C)  A  mayor  aumento  microsc6pico,  se  observa  un  mayor ndmero  de

proyecciones  citoplasmaticas  en  las  c6lulas,  favoreciendo  la  interacci6n  con  el  medio

extracelular.
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DISCUSION

En  el  presente  estudio  se  caracteriz6  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 progresi6n tumoral y preparaci6n de la metastasis del Cap, en

c51ulas  WPMY-1  y hFOB  1.19.  En  un  estudio  previo,  se  caracteriz61a poblaci6n  de

miRNAs presentes  en los  exosomas  de tumores primarios  de Cap  @ulk) y exosomas

derivados de cultivos enriquecidos con CSC. Se identificaron 990 miRNAs conocidos con

expresi6n diferencial en un grupo reducido de ellos. El contenido de miRNA diferencial,

podrfa desencadenar un efecto  sobre el microambiente. El miRNA mas abundante fue

miR-100-5p y miR-21-5p, mientras que miR-139-5p se encontr6 sobreexpresado en CSC

(Sanchez et al., 2016 b). En base a estos resultados, se transfect6 miRNAs mimics miR-

100, miR-21, miR-139 y let7c en c6lulas que normalmente habitan en el tumor primario

(WPMY-1) y en el nicho pre-metastasico (hFOB 1.19), con el fin de observar el efecto en

targetsqueinfluirfanenlaEMT,1aremodelaci6ndelamatrizextracelularylageneraci6n

de un nicho metastasico 6ptimo.

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) desempefian un importante rol en la progresi6n

delcancer;promuevenprincipalmente,lainvasi6nylaangiog5nesis(Khamisetal.,2016

a).LaEMTesinducidaporlasMMPsqueseactivanenelnichopre-metastasico.Tambi6n

modulan  los  mediadores  de  la  inflamaci6n,  tales  como  citoquinas  y  quimioquinas.

Facilitan la migraci6n de las c5lulas epiteliales, mediante la interacci6n con 5stas y las

proteinas de la matriz extracelular, a trav5s de la prote6lisis de la misma matriz o de las

proteinas de adhesi6n de tejidos, tales como E-cadherinas (Arvelo et al., 2016 b).
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En el estudio  se examin6 el  efecto de miRNAs imitadores en la expresi6n de MMP-2,

MM?-9 y MMP-13, todas ellas presentaron un aumento en la expresi6n a nivel de RNAln

y proteinas, con respecto a c5lulas no transfectadas en ambas lineas celulares estudiadas

(Fig 3, 4,10 y  11). Un an5lisis de los niveles de expresi6n de MMP-2 concluy6 que se

expresa altamente en pacientes con  Cap,  en comparaci6n con pacientes  que presentan

hipeaplasia  prosfatica   benigna,   ademas   los   niveles   de   expresi6n.  se   correlacionan

estrechamente con la puntuaci6n de Gleason y estadios clinicos en pacientes con Cap (Xie

et al., 2016). MMP-2 juega un rol en la angiog5nesis  y se sobreexpresa en condiciones de

hipoxia.  Su expresi6n promueve la invasi6n tumoral, 1a metastasis y el comportamiento

agresivo asociado a los tumores. For otra parte, 1a inhibici6n de MMP-2, se ha demostrado

que causa sensibilidad a la radiaci6n, una disminuci6n en el crecimiento del tumor y la

invasividad (Panth et al., 2016). MIT-9 activa TGF-f}, lo que deriva en un aumento en la

proliferaci6n tumoral Qthamis et al., 2016 b). La alta expresi6n de Mhff-9 en met5stasis

de hfgado y pulm6n, reestructura la matriz extracelular, lo que contribuye a la generaci6n

del nicho pre-metasfasico (Devitt M¢ller et al, 2011). Un analisis de pacientes con cancer

de vejiga en comparaci6n con individuos sanos, demostr6 un incremento significativo en

la expresi6n proteica de MNI'-9  (Zeng et al.,  2016). En cancer de mama y ovario,  la

sobreexpresi6n  de  las  proteinas  Mhff-2  y  MMP-9,   se  correlaciona  con  una  baja

supervivencia y es un indicador del aumento en la capacidad de difusi6n de las c6lulas

cancerosas  (Sainio  &  Jarvelainen,  2014:  Gonzalez  et  al.,  2008).  La protefna  MNI-9

resulta  ser  un  factor  critico  en  la  generaci6n  del  nicho  metast5sico,  fomentando  la

liberaci6n  de  VEGF  y  la  migraci6n  celular  in  vitro  (Kaplan  et  al.,  2005).  Entre  las

funciones de MMP-2 y MI\ff -9 en el microambiente 6seo se encuentra participar en el
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reclutamiento  de  precursores  de  osteoclastos,  en  la  diferenciaci6n  de  los  osteoclastos

durante el desarrollo y crecimiento de los tejidos normales, adem5s su actividad fomenta

la liberaci6n de RANKL  (Krane & Inada, 2008). La proteina MMP-13 degrada la matriz

extracelular, promueve la angiog6nesis y actha como mediador del estroma, promoviendo

la  progresi6n  tumoral  en  el  cancer  de  piel  y  nasofaringeo.  En  c5lulas  de  cancer

nasofaringeo, se silenci6 la expresi6n de MMP-13 y se observ6 una disminuci6n de esta

proteina en las c6lulas y en los exosomas liberados de estas c6lulas  (You et al., 2015).

MMP-13 se expresa de manera muy restringida en condiciones normales, pero se observa

una  sobreexpresi6n  en  cancer  y  artritis.  En  cancer  hepatico  MMP-13  potencia  la

metastasis, y la inhibici6n de Mhff-13 proporcionaria una estrategia terap5utica potencial

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

El  aumento  de  MMPs  en  las  c5lulas  WPMY-1  y  hFOB  ,1.19  se  relacionarfa  con  la

generaci6n el estroma reactivo y en el nicho pre-metast5sico.

La regulaci6n de la matriz extracelular esta mediada, tambi6n por la familia de proteinas

Catepsinas. Se estudi6 1as Catepsinas K, L y a. En c6lulas WPMY-1 transfectadas CatB

aument6 su expresi6n a nivel de ENAm (Fig. 7) y CatK aument6 a nivel de proteinas (Fig.

9), mientras que CatL disminuy6 su expresi6n a nivel de RNAm (Fig. 8). En c5lulas hFOB

1.19 transfectadas ocurri6  lo opuesto a nivel de RNAm, aument6  la expresi6n de CatL

(Fig. 14) y disminuy6 la expresi6n de CatB Q7ig. 14), a nivel de proteinas CatK mostr6 un

aumento  en  la  expresi6n  (Fig.  16).  Las  catepsinas  cisteina  CatK,  CatL  y  CatB,  son

secretadas   como   enzimas   solubles   en   entomos   pericelulares,   donde   permanecen

completamente activas, por lo que su efecto es mss rapido que el de otras catepsinas. CatK
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esta  implicada  en  la  remodelaci6n  6sea,  la progresi6n  del  cancer  de  mama  y  otros

cinceres. Esta presente en la mayorfa de los tejidos epiteliales y ambientes extracelulares

como una enzima soluble. Estudios en el cancer de mama sugieren que CatK participa en

la disfunci6n plaquetaria, que puede representar un mecanismo especffico que impulsa a

las c5lulas diana a expresar la sefializaci6n transmembrana desencadenantes de procesos

de inflamaci6n o el cancer (Andrade et al., 2016). Los osteoblastos humanos secretan Cat

8, K y L, que activan proteolfticamente otras proteasas secretadas a la matriz extracelular,

de manera paracrina, ademas ejercen un efecto en la adhesi6n celular (Staudt et al., 2012).

Estudios  clinicos  de  diversos tipos  de tumores,  ham demostrado  que ciertas  catepsinas

como CatB, se suministran al tumor por las c6lulas del estroma y no por los osteoblastos

(Gocheva et al., 2010). Esto podrfa explicar el aumento de CatB en C61ulas WPMY-1.

La matriz extracelular es un componente principal del estroma tumoral, se presenta como

un regulador clave de la funci6n celular y tisular. Tradicionalmente, la matriz extracelular

ha sido considerada como un andamio fisico, donde se unen las c5lulas y se fomentan las

interacciones. Presenta cambios estructurales en la progresi6n tumoral, aumentando los

niveles de fibronectina, proteoglicanos y colagenos tipo  I,Ill y IV (Fang et al., 2014). En

la transfecci6n de c6lulas WPMY-1 con miR-21, se observa un aumento significativo de

colageno  tipo  Ill  a  nivel  de  expresi6n  proteica  QTig.  9).  MNI's  pueden  degradar  el

col5geno,  exponiendo  sitios  activos  que  generen  un microambiente  pro-tumorig6nico,

facilitando la progresi6n del tumor.

Al transfectar  las  c6lulas  WPMY-1  (Fig.  5  y 6)  y hFOB  1.19  (Fig.  12  y  13)  con los

miRNAs, se observ6 un aumento en la expresi6n de RANKL y una disminuci6n 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 formaci6n 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 uni6n de RANKL

con  su  receptor  RANK.   Experimentos  con  lineas  tumorales  de  cancer  de  c5lulas

escamosas de cabeza y cuello, muestran una alta expresi6n de RANKL que promueve la

adhesi6n celular al  colageno, pero  no  se  encontrarfa implicado  en  la promoci6n  de  la

invasi6n celular, la migraci6n, y el crecimiento celular in vitro. Estos resultados sugieren

el papel inducido por RANKL en la.tumorig6nesis in vivo de cancer de cabeza y cuello.

En  Cap  RANKL  es  sindicado  como  un  factor  de  riesgo  po.tencial,  influyente  en  el

pron6stico clinico (Yamada et al., 2016 b). RANKL se sobreexpresa en met5stasis 6sea

de Cap y de mama, donde es dependiente del estroma de la m6dula Ovlori et al., 2007).

Tumores de metastasis 6sea de cancer de mama muestran un aumento de expresi6n de

RANKL y disminuci6n del receptor sefiuelo de RANK, OPG, que se asocia con sobrevida

libre  de  progresi6n muy  baja  (Santini  et  al.,  2011).  En  Cap  la  expresi6n  epitelial  de

RANKL transmite las ventajas de la activaci6n de los osteoclastos en el microambiente

de la m5dula. La EMT se asoci6 a la sobreexpresi6n de RANKL en experimentos con

lineas celulares ARcap y Lncap (Odero-Narah et al., 2008). La transfecci6n de WPMY-

1  provoc6  un  aumento  en  la  expresi6n  de  RANKL.  Las  c6lulas  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 disminuci6n de OPG,

por lo que se sugiere que los miRNAs transfectados, permitirfan la maduraci6n de los
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osteoblastos.  Para  la  comprobaci6n  de  la  maduraci6n  de  osteoblastos,  son  necesarias

pruebas complementarias. Como el analisis de marcadores de diferenciaci6n, tales como

Sox-9 y RUNX2.

El aumento.en la expresi6n de TGF-P 1 por las c5lulas tumorales, tambi6n se correlaciona

con la progresi6n  tumoral en cancer de pulm6n, colorrectal, y gastrico (Ziaee et al., 2015

b). Muchas c5lulas sintetizan TGF-P y casi todas ellas tienen receptores especfficos para

reconocerlo. Al transfectar las c6lulas WPMY-1 (Fig. 7) y hFOB 1.19 (Fig.14) se obtuvo

un aumento de expresi6n de la proteina TGF-P1. TGF-P regula a las proteinas MMPs y

genera una cascada de sefializaci6n aguas abajo, que mejora la degradaci6n de la matriz

extracelular.  La  sefializaci6n  de  TGF-P  en  los  fibroblastos,  es  regulada  por  epitelios

tumorales adyacentes, que promueven el Cap (Smith & Bhowmick, 2016 a). EI TGF-P

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-P en suero tienen una

respuesta menor a los tratamientos, que aquellos con niveles mas bajos (Maitland, 2015).

TGF-Pl tendrfa un rol predominante en la generaci6n del estroma reactivo. En un estudio

realizado con c6lulas madre mesenquimales derivadas de la m5dula, se analiz6 la posible

influencia   de   los   exosomas   de   Cap   en   modificar   las   c51ulas   mesenquimales   y

diferenciarlas  a  c61ulas  con  caracterfsticas  de  miofibroblastos.   Se  demostr6  que  los

exosomas  desempefiaban  un papel  en  el  control  de  las  c6lulas  madre  mesenquimales

derivadas  de  m5dula  6sea,  a  la  diferenciaci6n  de  miofibroblastos,  a  trav6s  de  un

mecanismo   dependiente   de   TGF-P1.   Estas   c5lulas   diferenciadas   aumentaron   la

producci6n de VEGF  y MMPs. Por lo tanto, exosomas de Cap podrian dictar el destino
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de las c6lulas madre mesenquimales que habitan el nicho pre-metastasico de una manera

dominante,   generando   c6lulas   con   caracteristicas   miofibroblasticas   promotoras   de

tumores. Al agregar un inhibidor de TGF-Pl junto con los exosomas, la diferenciaci6n a

c6lulas positivas a alpha actina de mdsculo liso (marcador de c5lulas miofibroblasticas)

no se desencadenaba (Chowdhury et al, 2015 b), demostrando la importancia de TGF-f}1

en la miodiferenciaci6n.  Otro estudio  de  diferenciaci6n a c5lulas miofibroblasticas fue

realizada con fibroblastos primarios, donde se demostr6 que los exosomas de Cap y otros

cinceres,  realizaban  la  diferenciaci6n  a  c5lulas  con  caracterfsticas  miofibroblasticas,

proceso que podria explicar la generaci6n de fibroblastos activados asociados a cancer

(CAF). Este proceso de diferenciaci6n, tambi5n es dependiente de un alto contenido de

TGF-Pl (Webber et al, 2010).

En   las   c6lulas   del   estroma   las   sefiales   de   andr6genos/AR   pueden   estimular   la

miodiferenciaci6n (Wen et al, 2015). En las c5lulas WPMY-1 ocurri6 una disminuci6n de

la  expresi6n  de  RNAm  de  AR  (Fig.  8),  mientras  que  en  hFOB   1.19  Gig.   15)  la

disminuci6n fue menor y en miR-21 Ia diferencia de expresi6n con las c6lulas control fue

poco significativa. Los osteoblastos humanos no expresan AR de forma constitutiva, por

lo que la maduraci6n de osteoblastos puede ser el gatillante de esta disminuci6n. EI AR

se  demostr6  que  es  influyente  en  la  progresi6n  metastasica  de  Cap,  a  trav5s  de  la

convergencia  de  la  sefial  aguas  abajo  con  receptor  de  quimioquinas  y  los  receptores

acopladosaprotefnaG.Enuncomienzo,eltumorprimarioesdependientedeARepitelial,

luegoalcomenzarlaprogresi6ntumoralsehaceindependientede61.Paradefinirelefecto

de los miRNAs en AR, es necesario estimular las c6lulas con andr6genos,  fundamental
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para  su  activaci6n  (Smith  &  Bhowmick,  2016  b).  Por  lo  que  los  resultados  de  este

experimento no son concluyentes.

El desarrollo de la met5stasis ocurre en un sitio definido,junto con la formaci6n del nicho-

pre-metastasico,  deben  secretarse  sustancias  atrayentes  hacia  dicho  sitio.  IL-8  es rna

citoquina multifuncional, que se identific6 originalmente como una proteina de neutr6filos

quimioatrayente.  IL-8  puede  ser secretada por  diferentes  tipos  de  c6lulas,  incluyendo

linfocitos, neutr6filos, macr6fagos y c61ulas tumorales. Se identific6 un aumento ide IL-8

en cancer colorrectal,  cincer de mama,  cancer de vejiga y Cap.  C61ulas  infiltrantes y

tumorales pueden aumentar atin mas el nivel de IL-8, que jugaria un papel clave en la

progresi6n  del  tumor,  por  su  capacidad  de  influir  en  la  proliferaci6n,  invasi6n  y

angiog6nesis de tumores (Ou et al., 2015). En nuestro estudio se identific6 un aumento

significativo en los niveles de expresi6n de RNAm y proteinas IL-8, en c6lulas WPMY-1

(Fig.  7 y 9) y rna disminuci6n en los niveles de RNAm de IL-8 en c5lulas hFOB  1.19

(Fig. 15). El efecto de IL-8 se ejercerl'a en las c6lulas cancerosas que migren hacia el sitio

de metastasis, por lo que se esperarfa encontrar un aumento en el microambiente del niche

primario, como es el caso del estroma prostatico.

Las proteinas morfogen5ticas 6seas (BMPs), ejercerfan un papel en los sitios de metastasis

del  Cap.  BhAI'-7  suprine  el  crecimiento  de  CSC,  en  estudios  de  enriquecimiento  de

prostatosferas de Cap inhibe la formaci6n de esferas. Bhff -7 secretada a partir de c6lulas

estromales  de  la  m6dula,  juega  un  papel  en  la  latencia  del  tumor,  suprimiendo  el

crecimiento de las CSC en el entomo del hueso, por lo que actuarfa como un supremor de

tumor que necesita del receptor BNIR2 para su acci6n. En un estudio la disminuci6n de
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BMPR2 atenu6  significativamente los niveles de BMP-7. Tambi6n se confirm6 que la

caida de BNIR2 interrumpe la sefializaci6n de BhAI'-7 in vitro (Kobayashi et al., 2011).

BMP7 se expresa a un mayor nivel en las c5lulas estromales de la m6dula, que en las

c6lulas de cancer de pr6stata. En las c6lulas WPMY-1  (Fig.  8) y hFOB  1.19 (Fig.  15)

transfectadas con miRNAs ocurri6 una disminuci6n de la expresi6n de RNAm de BMPR2.

Hemos identificado que los miRNAs tienen un efecto en mol6culas claves en la progresi6n

tumoral  .y  desarrollo  del  nicho  pre-metastfsico.  Aunque  los  4  miRNAs  estudiados

mostraron un efecto,1os cambios m5s significativos se observaron con miR-21,  que se

pronuncian al observar los ensayos de invasividad (Fig. 17) y migraci6n celular Q]ig. 18).

Estos miRNAs se encuentran en una baja expresi6n en las c6lulas WPMY-1 y hFOB 1.19,

con respecto a las CSC y las Bulk. El empaquetamiento de los miRNAs en los exosomas,

puede ser tambi5n, un mecanismo de eliminaci6n debido a su alto contenido celular. Por

lo que una alta expresi6n 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 oncog6n implicado en la apoptosis, necrosis,

invasi6n,    proliferaci6n  y  angiog6nesis  Q'eralta-Zaragoza  et  al,  2016).  miR-21  es  un

biomarcador no especffico, para la detecci6n 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  expresi6n  de  miR-21,  generados por transfecci6n  con

miRNAs, en c6lulas endoteliales, promovi6 la migraci6n y la formaci6n de tubos, adem5s

inhibi6 1a proteina TIMP-3 (inhibidor de MMPs), que gener6 un aumento en la expresi6n
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de Mhff-2 y MMP-9. La inhibici6n de miR-21 por un antagonista mir-21, suprimi6 este

efecto, manteniendo alto los niveles de Tlrm'-3 (Hu J et al., 2016). En el Cap,  miR-21

promueve el crecimiento tumoral de manera dependiente o independiente de andr6genos

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

En varios tipos  de cancer se ha encontrado  la expresi6n desregulada de miR-100,  que

puede actuar como un oncomiR o un supresor de tumor (Chen P. et al, 2014). MiR-100

inducirfa la EMT  en  cancer de  mama  (Chen D.  et al,  2014  b),  tambi5n  se  encuentra

sobreexpresado en cancer gastrico y leucemia mieloide (Li X. et al, 2011), actuando como

un  oncomiR.  Mientras,  que  en  c6lulas  de  cancer  de  vejiga,  actha  disminuyendo  la

viabilidad celular (Blick et al, 2013) y en lineas celulares de cancer de colon resistente,

sensibiliza las c6lulas 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  identiflcado  principalmente  como  supresor

tumoral en varios tipos de cancer. Una regulaci6n baja de miR-139 se asocia con un mal

pron6stico  de  pacientes  con  cancer  hepatico  y  una  sobreexpresi6n  activa  de  genes

apopt6ticos en cincer de es6fago de c6lulas escamosas (Liu et al, 2013). Nuevos blancos

son necesarios para definir las vias en las que interviene miR-139 que atin no han sido

aclaradas, aunque es conocido su papel en la diferenciaci6n 6sea, los blancos especificos

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

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

tejidos, de las c5lulas WPMY-1. Este efecto no s6lo debe atribuirse a este hecho, ya que
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la proliferaci6n puede alterarse al transfectar con los miRNAs. Ensayos de proliferaci6n,

aclararian el efecto de los fen6menos.

El presente estudio tuvo como fmalidad caracterizar el efecto en lineas celulares WPMY-

1 y hFOB 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 sin5rgico de todos los componentes que pertenecen

a los exosomas, pero se logr6 evidenciar que solo un miRI`IA genera cambios moleculares

en las c61ulas que normalmente habitan el microambiente del tumor primario y el nicho

pre-metastfsico, que favorecerfan la progresi6n y metastasis.

Conclusiones

Se caracteriza el efecto de los miRNAs imitadores, sobreexpresados en exosomas de Cap

en las c6lulas WPMY-1 y hFOB 1.19, provocando cambios en los niveles de expresi6n de

RNAm y protefnas que fomentan la progresi6n tumoral y el establecimiento del nicho pre-

metastasico. En c51ulas WPMY-1 se observ6 un aumento de la capacidad de migraci6n y

de la invasividad de los fibroblastos de pr6stata, caracteristicas clave en la EMT y el Cap

avanzado, etapas que se potencian con la generaci6n del estroma reactivo.

Es  imperante  comprobar  si  la  transfecci6n  de  estos  miRNAs  genera  efectivamente

osteoblastos maduros y fibroblastos activados, 1o que sera investigado en los siguientes

estudios.  Se verifica el potencial como  diagn6stico  o  diana terap6utica de miR-21.  La

relaci6n  de  la  sobreexpresi6n  de  miR-100  y miR-139  en los  exosomas  de  Cap  y su

potencial uso como blanco terap6utico es mas reservado y sujeto a estudios.
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ANEXOS

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

Target PrimerForward(5'+3') Primer Reverse (5'+3')
AR ACTGCCAGGGACCATGTTTT TGCAATCATTTCTGCTGGCG
BMPR2 CACTCAGTCCACCTCATTCATTT TTGTTTACGGTCTCCTGTCAAC
CatB AGAATGGCACACCCTACTGC TGGCCTGTCTGCACTGTAAC
CatL ACAGTGGACCAAGTGGAAGG AA!f3fJfJfJAA!fJAA!fiAA!fJfJA!fJA!fJ
GAPDH TGCACCACCTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG
IL-8 ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGG TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC

CT
MMP-2 CAAGGACCGGTTTATTTGGC ATTCCCTGCGAAGAACACAGC
MMP-9 CGCTGGGCTTAGATCATTCC TTGTCGGCGATAAGGAAGG
MMP-13 TTGAGCTGGACTCATTGTCG GGAGCCTCTCAGTCATGGAG
OPG GAAGGGCGCTACCTTGAGAT GCAAACTGTATITGCCTCTGG
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 C6digo/ Marca Diluci6n Especie

Anti-B-Actina MAI31501/Millipore 1:  10.000 Monoclonal Mouse IgG1

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

chti-Colageno Ill MA122147IThermoScientific 1:  1.000 Monoclonal mouse igG1

chti-IL-8 MA8208/ R&D Sistems 1 :2.000 Monoclonal Mouse IgG1

Anti-MMP-2 Sc-53630/       Santa       CruzBiotecnology 1:2.000 Monoclonal mouse igG 1

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

Anti-MMP-13 MA8511/ R&D Sistems 1: 2.000 Monoclonal Mouse IgG1

AIti-OPG AF805/ R&D Sistems 1: 2.000 Policlonal Goat IgG

chti-RAVEL SC-377079/     Santa     CruzBiotecnology 1:  2.000 Monoclonal mouse igG 1
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Tabla  4:  Eficiencia  de  amplificaci6n  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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