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RESUMEN

Introduccion

La proteina acida secretada y rica en cisteina (SPARC) es una proteina matricelular altamente
expresada en el tejido 6seo que actla como un factor quimioatrayente que promueve la llegada
de células de cancer de prostata (CaP) a la médula dsea, dependiendo para esto de la expresion
y actividad de integrina owf3. Ademéas, SPARC regula numerosos procesos biologicos claves
para la progresion tumoral, como la proliferacion celular, diferenciacién, adhesion celular, mi-
gracion y angiogénesis. Sin embargo, en diversos modelos tumorales se ha visto que puede pro-
mover como también inhibir estos procesos, dependiendo del contexto tumoral. Por lo tanto, la
contribucion de SPARC durante las primeras etapas de la progresion del CaP ain no esta del
claro. Recientemente se ha visto que SPARC aumenta la expresién de los factores de transcrip-
cién Snail y Slug, que controlan la transicion epitelio-mesénquima, junto con ZEB1 y otros
factores de transcripcion. En base a estos antecedentes, proponemos que SPARC induce transi-
cioén epitelio-mesénquima (TEM), a través de la via de integrina owf3, incrementando las capa-

cidades migratorias e invasivas de las células de CaP.

Materiales y métodos

Evaluamos la expresion de SPARC en tumores primarios, cultivos primarios y lineas celulares
de CaP. Para evaluar los efectos de SPARC en las células de CaP desarrollamos un modelo in
vitro de silenciamiento y sobreexpresién de SPARC en lineas PC3 y LNCaP, respectivamente.
En estas lineas evaluamos la expresion de marcadores de TEM, factores de transcripcion Snail,

Slug y ZEBL1, diversas subunidades de integrinas y también de proteinas relacionadas con la via



de sefializacion de integrinas: RAC1, RHOA, ILK y FAK. Ademas analizamos las capacidades
funcionales de estas células en ensayos de migracion, invasion, proliferacion y formacion de
adhesiones focales. Para analizar la contribucion de ZEBL1 y de integrina owf33 como mediadores
de los efectos de SPARC, utilizamos células LNCaP con silenciamiento de ZEB1 y péptidos

RGD selectivos para integrina owf3s.

Resultados

En nuestro modelo de CaP, SPARC induce TEM, disminuyendo la expresion de E-cadherina y
citogueratina 18 y aumentando la expresion de N-cadherina y vimentina. Ademas, SPARC in-
duce la expresion de los factores de transcripcion reguladores de TEM Snail, Slug y ZEB1.
Funcionalmente, el silenciamiento de SPARC en las células PC3 disminuye la migracion y la
invasion in vitro, sin modificar la proliferacion celular. Ademas, el silenciamiento de SPARC
disminuye la expresion de la subunidad de integrina B3, y de alguno de sus efectores como
RHOA, RAC1, ILK y P-FAK925, alterando la formacion de adhesiones focales. El bloqueo
especifico de integrina awfs revierte la disminucion de E-cadherina y aumento de vimentina,
inducidos por SPARC. Por ultimo, mostramos que la disminucién de E-cadherina y el aumento
de la migracion, inducidos por SPARC, requieren de la activacion de integrina owfz y de la

expresion de ZEBL.

Conclusion
Nuestros resultados indican que SPARC se expresa en tumores de alto grado histoldgico
SPARC, a través de integrina avf3 y ZEB1 induce TEM, y mediante este programa, podria

facilitar la progresion tumoral.



SUMMARY

Introduction

The secreted and cysteine-rich acidic protein (SPARC) is a matricellular protein highly ex-
pressed in bone tissue that acts as a chemoattractant factor that promotes the arrival of prostate
cancer cells (PCa) to the bone marrow, depending on the expression and activity of integrin
owfBs. In addition, SPARC regulates numerous biological processes key for tumor progression,
such as cell proliferation, differentiation, cell adhesion, migration and angiogenesis. However,
in various tumor models it has been described that SPARC can promote, as well as inhibit, these
processes, depending on the tumor context. Therefore, the contribution of SPARC during the
early stages of the progression of PCa is not clear yet. Recently, it has been found that SPARC
increases the expression of the Snail and Slug transcription factors, which control the epithelial-
mesenchymal transition, along with ZEB1 and other transcription factors. Based on this back-
ground, we propose that SPARC induces epithelial-mesenchymal transition (EMT), through an

integrin avPs pathway, increasing the migratory and invasive capacities of PCa cells.

Materials and methods

We evaluated the expression of SPARC in primary tumors, primary cultures and PCa cell lines.
To evaluate the effects of SPARC on PCa, we developed an in vitro model of silencing and
overexpression of SPARC on PC3 and LNCaP cell lines, respectively. In this model, we evalu-
ated the expression of EMT markers, Snail, Slug and ZEBL1 transcription factors, various subu-
nits of integrins and also of proteins related to the integrin signaling pathway: RAC1, RHOA,

ILK and FAK. In addition, we analyzed the functional capacities of these cells in migration,



invasion, proliferation and focal adhesion formation assays. To analyze the contribution of
ZEB1 and integrin avP3 as mediators of the effects of SPARC, we used ZEB1 knocked down-

LNCaP cells and RGD peptides that selectively target integrin owf3a.

Results

In our PCa model, SPARC induces EMT, decreasing the expression of E-cadherin and cy-
tokeratin 18 and increasing the expression of N-cadherin and vimentin. In addition, SPARC
induces the expression of the EMT regulatory transcription factors Snail, Slug and ZEB1. Func-
tionally, knocking down SPARC in PC3 cells decreases migration and invasion in vitro, without
modifying cell proliferation. In addition, SPARC silencing decreases the expression of the in-
tegrin B3 subunit, and of some of its downstream effectors such as RHOA, RACL, ILK and P-
FAKO925, altering the formation of focal adhesions. The specific blockade of integrin owf3 re-
verses the decrease in E-cadherin and increase in vimentin, induced by SPARC. Finally, we
show that the decrease in E-cadherin and the increase in migration, induced by SPARC, require

the activation of integrin awf3 and the expression of ZEB1.

Conclusion
Our results indicate that SPARC is expressed in tumors of high histological grade. SPARC,
through integrin awfBs and ZEB1, induces EMT and through this program, it could facilitate tu-

mor progression.



INTRODUCCION

1. La prostata

La prostata es una glandula sexual accesoria del aparato reproductor masculino. Anatémica-
mente, se encuentra localizada anterior al recto e inferior a vejiga, rodeando la uretra prostatica.
Se encuentra ademas en estrecha relacion con las vesiculas seminales. Presenta una forma de
piramide invertida, con el apice descansando sobre el piso pélvico®. Se describen tres zonas
anatémicas principales: periférica, de transicion y central. Es importante mencionar que mien-
tras las patologias benignas como la hiperplasia prostética benigna y la inflamacién ocurren con
mayor frecuencia en la zona de transicion, mas cercana a la uretra, las lesiones pre-malignas y
carcinomas se desarrollan preferentemente en la zona periférica, que se encuentra directamente

anterior al recto? (figura 1).
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Figura 1. Zonas anatémicas de la prostata. Las zonas de la prostata presentan una predisposicion diferencial a
las distintas patologias prostéticas. La mayoria de las lesiones de hiperplasia prostatica benigna se desarrollan en
la zona de transicion. La mayoria de las lesiones por cancer o lesiones pre-malignas como la neoplasia prostética
intraepitelial (PIN) se producen en la zona periférica de la glandula, con menor frecuencia en la zona de transicion
. (2007)%

y casi ninguna surge en la zona central. Adaptado de A. Marzo et al




Desde un punto de vista histologico, la prostata se compone de glandulas tubuloalveolares, que
se vacian en conductos excretores que desembocan en la uretra prostatica. Estas glandulas se
encuentran rodeadas de un estroma fibromuscular y la préstata en su conjunto esta delimitada

por una capsula de tejido conectivo denso® (figura 2).



Figura 2. Histologia de la prostata. Microfotografia de una seccion de préstata normal tefiida con hematoxilina-
eosina. Se observan los alvéolos de tamafio y forma irregular, inmersos en un estroma de tejido conectivo y fibras
musculares lisas. La capsula de tejido conectivo denso rodea completamente la prostata, definiendo su limite ana-

témico. Barra = 500 um. Aumento 20X. Adaptado de F. Geneser (2015)3

Capsula

Alvéolos
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El epitelio que compone los alvéolos prostaticos es biestratificado, formado por una capa lumi-
nal de células cubicas a cilindricas, descansando sobre una capa basal de células aplanadas®.
Dentro de este epitelio se presentan cuatro tipos celulares que difieren en su morfologia y fun-
cion: células luminales, intermedias, basales y neuroendocrinas®. Las células luminales corres-
ponden al componente principal del epitelio prostatico: son las encargadas de producir y secretar
el fluido prostéatico, secrecién compuesta por zinc, acido citrico, fosfatasa alcalina, y antigeno
prostatico especifico (PSA), entre otros®. Las células luminales son positivas para receptor de
andrégenos, PSA y citoqueratina 18%. La gran mayoria de los canceres de prostata presentan
caracteristicas morfologicas e inmunofenotipicas de este tipo celular, conservando la expresién
de estos marcadores en etapas tempranas del cancer de prostata®’. Las células basales por otro
lado corresponden a las células de reserva del tejido, dando origen a las células luminales y a
las células intermedias durante su diferenciacion. Por ultimo, las células neuroendocrinas se
encuentran en el estrato basal en muy baja proporcion y secretan neuropéptidos y hormonas*

(figura 3).
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Figura 3. Principales tipos celulares presentes la prostata. Esquema de los distintos tipos celulares presentes
en la prostata. EI compartimento epitelial se compone principalmente de células luminales secretoras y, en menor
cantidad, células intermedias y neuroendocrinas. La capa de células basales se encuentra en contacto directo con la
lamina basal. El estroma subyacente es de caracter fibromuscular, presentando abundantes células de musculo liso
y fibroblastos, ademas de los componentes vasculares y neuronales. Adaptado de R. Toivanen y M. Shen (2017)*

12



2. Cancer de prostata y sistema de Gleason

El cancer de préstata (CaP) es uno de los canceres con mayor incidencia y mortalidad tanto en
Chile como en el mundo.? En Chile, el CaP ocupa el primer lugar en incidencia y el segundo
lugar en mortalidad por cancer en hombres, dando cuenta de mas de 2000 muertes por afio® El
principal tipo histologico de CaP es el adenocarcinoma, originado en las células luminales de
los acinos prostaticos. Sin embargo, también es posible encontrar carcinomas ductales, carcino-
mas neuroendocrinos y otros tipos histologicos de cancer, pero en menor proporcion®. Para

efecto de este trabajo, nos limitaremos al tipo adenocarcinoma, refiriéndonos a éste como CaP.

Como se mencionaba anteriormente, el CaP se origina en su gran mayoria en la zona periférica
de la prostata, presentandose en esta region entre el 70 al 80% de los casos'®. El desarrollo de
esta neoplasia se asocia a la aparicion de lesiones pre-malignas, probablemente precursoras,
conocidas como neoplasias intraepiteliales prostaticas. Estas lesiones se caracterizan por pre-
sentar glandulas de tamafio intermedio a grande con una arquitectura benigna pero revestidas
por células citoldgicamente atipicas!!. Cuando estas células degradan la lamina basal (ver mas
adelante transicion epitelio-mesénquima) e invaden el estroma subyacente, estaremos en pre-
sencia de un CaP invasor®. Las células tumorales del CaP tienen la capacidad de organizarse y
formar estructuras que remedan la arquitectura de los acinos prostaticos normales. En atencién
a esta capacidad, es que los CaP se clasifican segun su diferenciacion histoldgica a través del
sistema de Gleason, descrito inicialmente por Donald Gleason en 1966 y actualizado reciente-

mente por la Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica (ISUP)*2.
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Brevemente, el sistema consiste en una clasificacion morfologica de las estructuras formadas
por las células cancerosas, en grados desde el 1 al 5. El grado 1 representa los tumores mejor
diferenciados, que forman glandulas bien definidas, mientras que los tumores de grado 5 no
muestran diferenciacion glandular (figura 4). EI CaP se caracteriza por ser heterogéneo y mul-
tifocal, presentdndose mas de un patron en la mayoria de los tumores. Por esta razén, se asigna
un grado primario al patron dominante y un grado secundario al siguiente patron mas frecuente.
La suma de ambos patrones, daran el puntaje de Gleason (GS, por Gleason Score)*?. Si bien en
teoria el GS empezaria desde un GS 1+1=2, debido a la implicancia clinica engafiosa de los
patrones de Gleason 1y 2, desde un punto de vista practico el patrén de Gleason comienza en

3, por lo tanto el GS minimo asignado a los pacientes en la actualidad es 6.
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Figura 4. Sistema de gradacion de Gleason. Sistema modificado por la ISUP, 2015. Los grados mas bajos estan
representados por glandulas pequefias y compactas. A medida que se avanza en los grados, las células cancerosas
pierden su diferenciacion y la capacidad de remedar la arquitectura glandular, apareciendo otros patrones como el
cribiforme, necrosis central y sabanas de células. Tomado de J. Epstein et al .(2016)*?
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Esta gradacion permite clasificar a los pacientes en cinco grupos, los cuales permiten determi-
nar, junto con otros parametros, como el PSA en sangre y clasificacion TNM, el riesgo de recu-
rrencia y pronostico de sobrevida del paciente. Por ejemplo, tomando en cuenta solo el GS, los
pacientes de grupo 1 presentan una sobrevida libre de recurrencia de un 96% a los 5 afios, mien-
tras que los del grupo 5 presentan s6lo un 26% de probabilidad de sobrevida libre de recurrencia
a los 5 afos.'? Para efecto de esta tesis, utilizaremos un sistema simplificado, que clasifica tu-

mores primarios en PG bajo, intermedio o alto*.
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Tabla 1: Clasificacién de CaP segun su puntaje de Gleason (PG)

1 <6 PG Bajo
2 3+4=7
PG Intermedio
3 4+3=7
4 8
PG Alto
5 9010
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Ademas, el PG esta directamente relacionado con la probabilidad de presentar metastasis dseas.
El hueso es el principal sitio de metéastasis del CaP, estudios de series de autopsias calculan que
entre un 70 a un 90% de los pacientes que mueren por cancer de prostata presentan metastasis
6seas**!. En un estudio de asociacion, se encontré que el 19% de pacientes con PG bajo (<6)
presentaron metastasis dseas, en contraste con el 47% de los pacientes con PG intermedio (7) y
el 85% de los pacientes con PG alto (8-10)°. Actualmente, la formacion de metéstasis es la
mayor barrera en la sobrevida de los pacientes con CaP. Mientras que los pacientes con enfer-
medad localizada presentan una sobrevida a 5 afios de un 99%, los pacientes con enfermedad
metastasica presentan una sobrevida de s6lo un 28% a los 5 afios!’*8. La diseminacion de las
células cancerosas requiere de la activacion de procesos fundamentales que aumenten la capa-
cidad invasiva y motil de las células, con el fin de extravasar a la circulacion y alcanzar 6rganos
distantes. Esta progresion, en muchos tipos de carcinomas o probablemente en todos ellos, de-
pende de la activacion del programa de transicion epitelio-mesénquima en las células neoplasi-

cas®®.

18



3. Transicion epitelio-mesenquima y ZEBL1 en el cancer

La transicion epitelio mesénquima (TEM), es un proceso que involucra una serie de cambios
moleculares y celulares que llevan a la pérdida de caracteristicas propias de las células epitelia-
les y adquisicion de marcadores y capacidades funcionales propias de células mesenquimales?.
Este programa fue descrito por primera vez durante la embriogénesis, siendo de especial rele-
vancia en durante etapas como la gastrulacion o en la morfogénesis de los tejidos durante el
desarrollo®. Sin embargo, en tejidos adultos también se puede activar este programa, partici-
pando tanto en procesos fisiologicos y patoldgicos como la cicatrizacion de heridas, regenera-

cion de tejidos y progresion tumoral?,

Algunas de las caracteristicas que diferencian el fenotipo celular epitelial del mesenquimal son
la forma, polaridad, motilidad y capacidades invasivas. Por un lado, las células epiteliales se
caracterizan por formar monocapas de células poligonales en cultivo. En tejidos, las células
epiteliales presentan una polaridad apico-basal y se unen fuertemente entre ellas a través de
uniones adherentes y uniones estrechas, manteniendo la integridad del epitelio. Por otro lado,
las células mesenquimales presentan una morfologia ahusada, una polaridad migratoria, carac-
terizada por la presencia de un frente de avance y un polo retractil, y en cultivo crecen de manera
aislada, formando adhesiones focales con la matriz subyacente??. La mantencion de esta polari-
dad es clave para la migracion celular y se sustenta principalmente en la actividad diferencial
de GTPasas de la familia Rho en distintos dominios celulares, por ejemplo mayor actividad de
Racl y Cdc42 en el frente de avance de la célula, donde promueven la polimerizacién de actina
y formacion de protusiones, mientras que RhoA es mas activo en las zonas laterales y polo

retractil, donde promueve la contraccion actina-miosina y suprime la actividad de Rac1%.
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Estas caracteristicas distintivas de las células epiteliales y mesenquimales, se encuentran deter-
minadas por diferencias en sus programas de transcripcion, que controlan, entre muchos otros
aspectos, la expresion de proteinas estructurales claves para la mantencién del citoesqueleto y
uniones célula-célula??. Uno de los marcadores mas clésicos de la transicion epitelio mesén-
quima es el cambio de E-cadherina por N-cadherina, lo que le confiere a las células una menor
capacidad de adhesion entre ellas?®. Ademas, E-cadherina participa en la organizacion de las
uniones adherentes junto con tres tipos de cateninas (o, B y p120) y la pérdida de E-cadherina
permite la liberacion de B-catenina desde la membrana celular y su translocacion hacia el nucleo
donde actlia como factor de transcripcion, promoviendo la expresion de genes relacionados con
la proliferacion celular y la invasion tumoral®*. Por otro lado, las células epiteliales expresan
varios tipos de citoqueratinas que forman los filamentos intermedios del citoesqueleto (en el
caso de las células luminales de la prostata, citoqueratina 8 y citoqueratina 18)*, mientras que

las células mesenquimales forman sus filamentos intermedios a partir de la proteina vimentina.

Ademas de estas diferencias estructurales, las células mesenquimales presentan un aumento en
sus capacidades invasivas. Como se mencionaba previamente, las células mesenquimales pre-
sentan un fenotipo altamente migratorio, sin embargo, para invadir en el tejido conectivo re-
quieren ademas de la expresion de proteinas que degraden componentes de la matriz, principal-
mente de la familia de las metaloproteasas de la matriz (MMPs). Las MMPs son enzimas pro-
teoliticas dependientes de zinc y calcio. En humanos, se describen mas de 25 tipos de MMPs

las cuales pueden estar ancladas a la membrana o ser secretadas al extracelular y tienen diferen-
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tes blancos, entre ellos proteinas como colageno, elastina y fibronectina. Dentro de las mas re-
levantes en el CaP se encuentran la MMP-2, que degrada el colageno tipo IV presente en la
lamina basal y elastina, y la MMP-7, que degrada distintos tipos de colagenos, entre ellos el I,
11y IV?, Laexpresion de las MMPs y de otras moléculas mencionadas previamente, como E-
cadherina y N-cadherina se encuentran bajo el control de los denominados factores de transcrip-

cion reguladores de TEM (FTs-TEM)?L,

Se denominan FTs-TEM a aquellos factores de transcripcion que reprimen directamente genes
epiteliales involucrados en la adhesion, polaridad celular y organizacién del citoesqueleto, a la
vez que inducen la expresion de genes mesenquimales. Dentro de los mas representativos estan

los factores de transcripcion de las familias SNAIL, TWIST y ZEB?® (Figura 5).
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Figura 5. Cambios celulares y moleculares ocurridos durante la transicién epitelio-mesénquima (TEM). Las
células epiteliales que muestran polaridad apical-basal se mantienen juntas mediante uniones estrechas, uniones
adherentes y desmosomas, y estdn adheridas a la membrana basal subyacente mediante hemidesmosomas. Estas
células expresan moléculas que estan asociadas con el estado epitelial y ayudan a mantener la polaridad celular,
entre ellas E-cadherina y citoqueratinas. La induccion de la TEM esté regulada por los factores de transcripcion de
las familias ZEB, SNAIL y TWIST, que inhiben la expresién de genes asociados con el estado epitelial y activan
la expresion de genes asociados con el estado mesenquimal. Estos cambios en la expresion génica dan como resul-
tado cambios celulares que incluyen la pérdida de las uniones de células epiteliales y de la polaridad apico-basal.
Esta pérdida progresiva de las caracteristicas epiteliales se acompafia de la induccion de caracteristicas mesenqui-
males con una reorganizacion del citoesqueleto y adquisicion de polaridad migratoria, caracterizada por un frente
de avance y un polo retractil. Este proceso es reversible, las células mesenquimales pueden volver al estado epitelial
a través de un proceso denominado transicion mesenquima-epitelial (TME). Por Gltimo, estos procesos no siempre
son completos, las células tumorales pueden transitar en estados intermedios, por ejemplo, células que co-expresan
marcadores epiteliales y mesenquimales, o que pierden algunos marcadores epiteliales sin necesariamente adquirir
su contraparte mesenquimal. Estos estados intermedios son descritos como TEM parcial. Adaptado de A. Dongre
y R. Weinberg (2019)%
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Los FTs-TEM SNAIL, TWIST y ZEB acttan coordinada y jerarquicamente, regulandose entre
ellos, potenciando y desencadenando secuencialmente la adquisicion de marcadores de TEM.
ZEB se expresa mas tardiamente que SNAIL y TWIST durante la TEM y constituye un factor
importante en el proceso metastasico y también en otros aspectos importantes de la progresion
tumoral, como la induccion de fenotipo cancer stem cell, y resistencia a terapia®’. La familia de
proteinas ZEB engloba a los factores de transcripcion ZEB1 y ZEB2. Estos factores de trans-
cripcion se caracterizan por presentar motivos dedos de zinc, a traves de los cuales se unen a las
secuencias denominadas cajas E-box, presente en los promotores de diversos genes, promo-
viendo su represion o activacion?’. La sobreexpresion de ZEB1 o ZEB2 en células epiteliales
induce TEM, mediante la represion directa de E-cadherina, de componentes de uniones estre-
chas como ocludinas y claudinas, y de desmosomas, como la desmoplaquina. Ademas, ZEB1 y
ZEB?2 activan la expresion de genes mesenquimales como N-cadherina y vimentina, en conjunto
con varios tipos de MMPs?*. Por otro lado, ZEB1 y ZEB2 son reprimidos por microRNAs no
codificantes de la familia miR-200, que son importantes para la mantencién del fenotipo epite-
lial. A su vez, los miR-200 son reprimidos transcripcionalmente por ZEB1 y ZEB2, formando
asi bucles regulatorios que mantienen a las células en estado epitelial o mesenquimatoso?. En
CaP se ha observado que ZEB1 se expresa mayormente en prostatas de GS alto®®%, y en lineas
celulares mas agresivas, como DU145 y PC3, en comparacion con lineas menos agresivas como
LNCaP y 22RV1%%, Ademas, ZEB1 promueve la progresion tumoral induciendo eventos cla-

ves como la proliferacion celular, migracion, invasion y resistencia a quimioterapia?®31-33,

Como se mencionaba anteriormente, los FTs-TEM juegan un rol clave en la regulacion directa

de expresion de proteinas que le otorgan a la célula los fenotipos epitelial y mesenquimal. En
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las células tumorales, la actividad de estos factores de transcripcién es gatillada por proteinas o
miRNAs, secretados por células pertenecientes al microambiente tumoral, o por las mismas ce-
lulas cancerosas. Entre los inductores paracrinos se encuentran los fibroblastos asociados a can-
cer (también conocidos como fibroblastos activados), células del sistema inmune y células ma-
dre mesenquimales®®. Estas células del microambiente tumoral secretan inductores de TEM,
como por ejemplo factores de crecimiento de la familia de TGF-, citoquinas, MMPs, y protei-
nas de matriz extracelular®®. Uno de los inductores de TEM mas clésicos es TGF-B1. Este factor
de crecimiento es secretado por fibroblastos activados en mayor cantidad en comparacion con
los fibroblastos normales y se ha demostrado que induce TEM en muchos tipos de carcinomas,
entre ellos CaP, mediante la activacion de su receptor TGF-BR1%¢. La activacion de TGF-BR1
induce la fosforilacion de proteinas de la familia SMAD, quienes actian como factores trascrip-
cionales promoviendo la expresion de los FTs-TEM, entre ellos ZEB1*'. En los Gltimos afios se
han descrito otras proteinas secretadas que son capaces de inducir TEM mediante la activacion
de vias de sefializacion que activan FTs-TEM, entre ellas, la proteina secretada acidica y rica en

cisteinas (SPARC).
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4. SPARC y su papel en el cancer

SPARC, también conocida como osteonectina, basement membrane — 40 o BM-40, es una pro-
teina perteneciente a la familia de proteinas matricelulares, que son aquellas proteinas que son
secretadas a la matriz extracelular pero que no forman parte estructural de éstas, si no que su
funcion es regular interacciones célula-matriz33°. El gen de SPARC es de copia Unica y se
encuentra altamente conservado entre especies. En humanos, se localiza en el cromosoma 5¢31-
33y en su promotor contiene cajas GCA y elementos de respuesta a AMPc, heat shock y glu-
cocorticoides®®. Ademas, la sintesis de SPARC es inducida por factores de crecimiento como

TGF-B1y PDGFX.

La proteina SPARC es de 304 aminodacidos, pesa 40 kDa y presenta tres dominios principales.
Hacia el extremo N-terminal esté el dominio acidico, el cual presenta secuencias de unién a Ca*?
y a hidroxiapatita. El dominio central se denomina “similar a folistatina” por su secuencia ho-
mologa, y contiene péptidos que pueden ser clivados y ejercer distintas funciones, principal-
mente en células endoteliales, en las cuales estimula la proliferacion y angiogénesis. Por Gltimo,
hacia el C-terminal se encuentra el dominio de unién a Ca*? extracelular. A través de este do-

minio, SPARC media la deposicion de los colagenos I, 111, IV y V en la matriz extracelular®.

Similar a ZEB1, SPARC se expresa altamente durante las etapas de desarrollo y diferenciacion
tisular, sin embargo, declina en la mayoria de los tejidos luego de su maduracién. En tejidos
diferenciados, la expresion de SPARC se limita a aquellos que presentan un alto recambio de

matriz extracelular, como el hueso, epitelio intestinal y tejidos en reparacion. En el hueso,
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SPARC es secretado por osteoblastos hacia la matriz dsea, donde promueve la formacion, man-
tencion y reparacion del hueso, regulando el procesamiento del procolageno, el ensamblaje de

la matriz y su mineralizacion*?,

En cancer, la expresion y funcién de SPARC es controversial, numerosos reportes muestran que
SPARC puede promover como también inhibir la progresion tumoral, incluso dentro de un
mismo tipo de tumor. Debido a este comportamiento dual, se sugiere que SPARC podria ejercer
distintos efectos, dependiendo del tipo celular que lo exprese y la etapa de progresion en que se

encuentre el tumor#®43,

SPARC presenta propiedades pro-tumorales en varios tipos de canceres incluyendo gliomas,
astrocitomas, melanomas, adenocarcinoma de mama, pancreas y prostata*®. Por ejemplo, en
glioblastomas y astrocitomas se ha encontrado que la expresion de SPARC es mas alta en com-
paracion con su contraparte normal y la expresion de SPARC es un predictor negativo de sobre-
vida***®, Ademas, experimentos in vitro muestran que la presencia de SPARC, tanto enddgeno
como exogeno, aumenta la sobrevida, migracion e invasion en células de glioblastoma®®. Sin
embargo, también se ha encontrado que el promotor de SPARC se encuentra hipermetilado en
muchos tipos de tumor, entre ellos carcinoma colorectal, cancer de ovario y pancreas*’#. En

estos casos, la metilacion del promotor de SPARC se correlaciona con un peor pronostico y

26



menor sobrevida, por lo que, en estos tumores, estaria funcionando como inhibidor tumo-

ra|40’49'5°.

En CaP especificamente, también hay reportes que indican que SPARC podria actuar como un
supresor tumoral. En un estudio en lineas celulares de prostata se observo que la expresion de
SPARC se encuentra disminuida en las células tumorales, mayormente en células LNCaP y
DU145, en comparacion con la linea epitelial RWPE-1. Esta disminucion de expresion se co-
rrelaciona con la hipermetilacion del promotor de SPARC y puede ser revertida por agentes
demetilantes. Ademas, se encontrd que el 70% los tumores primarios presentan hipermetilacion
de SPARC, lo cual se correlaciona con un peor pronostico*’. De manera similar, Shin et al*!
describieron que SPARC se expresaba en mayor cantidad en el tejido prostatico normal adya-
cente al tejido tumoral, en comparacion a éste Gltimo, especificamente en el componente estro-
mal. Por otro lado, el co-cultivo de células de CaP junto con células estromales derivadas de
préstata normal disminuye la fosforilacion de AKT, lo cual es parcialmente revertido cuando se
suprime la expresion de SPARC en las células estromales, por lo que SPARC podria estar ac-
tuando como un supresor tumoral paracrino. En un estudio in vivo, se cruzaron ratones TRAMP
(modelo transgénico que generan tumores de CaP espontaneamente) con ratones knock out para
SPARC. Los ratones TRAMP*/SPARC "~ mostraron un desarrollo acelerado de CaP en compa-
racion a los TRAMP*/SPARC **. Ademas, los tumores de ratones TRAMP*/SPARC **presen-
tan menos células en proliferacion y menos expresion de ciclinas A y D1, en comparacion a
aquellos provenientes de ratones con SPARC knock out, sugiriendo que la expresion de SPARC
en el tejido prostatico limitaria la progresion tumoral®2. En un modelo de metéstasis 6seas se

encontré que aquellas células que mostraban un fenotipo indolente (no formaban tumores al
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inyectarse en la tibia) secretaban altas cantidades de SPARC, en comparacion con las lineas
celulares que crecian rapidamente en el hueso. Al igual que en otros estudios**°, este fenotipo
altamente agresivo se correlaciona con la hipermetilacion del promotor de SPARC. El trata-
miento de estas células con agentes demetilantes aumenta la expresion de SPARC y suprime el
crecimiento tumoral in vivo, sugiriendo que SPARC podria mantener a las células metastasicas
en un estado durmiente®. Ademas, SPARC proveniente del microambiente metastasico podria
estar ejerciendo efectos similares. En un estudio in vitro, se cultivaron células de CaP sobre
matrices minerales sintetizadas por osteoblastos silvestres o por osteoblastos knock out para
SPARC. En este estudio se encontré que las células sembradas en matrices sintetizadas por
osteoblastos silvestres presentaban una menor capacidad proliferativa y menor resistencia a la
radiacion en comparacion a las células sembradas en matrices sin SPARC®. Este experimento

apoya la idea de que SPARC podria suprimir el crecimiento de metastasis de CaP en el hueso.

Sin embargo, estos estudios contradicen los primeros estudios de SPARC en CaP, que proponen
a SPARC como uno de los principales responsables por el establecimiento de las metastasis
seas. Jacobs y colaboradores® demostraron que los extractos 6seos inducen la migracion e
invasion de células de CaP entre 2 a 4 veces mas que los extractos de otros tejidos como higado,
cerebro o pulmén. Ademas, demostraron que SPARC, presente en altas cantidades en los ex-
tractos dseos, es el componente activo que induce estos efectos. Posteriormente, De. y colabo-

radores® corroboraron estos antecedentes, mostrando que la migracion de células de CaP hacia
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los extractos 0seos es proporcional a la cantidad de extracto presente y depende de la presencia

de SPARC en estos extractos.

Recientemente, Mateo y colaboradores®® demostraron que las células de CaP con alta y baja
expresion de SPARC cooperan entre ellas para establecer las metastasis. En este estudio,
SPARC, secretada por un clon de células de CaP que no presentan caracteristicas de cancer stem
cells (CSC), ejerce efectos paracrinos sobre una poblacion de células enriquecidas en CSC y
gue expresan bajas cantidades de SPARC. Esta interaccion paracrina resulta en un aumento en

las capacidades metastasicas de las células con caracteristicas de CSC®®,

En otros modelos tumorales se ha descrito que SPARC induce la expresion de los FTs-TEM
Snail y Slug y a través de estos aumenta sus capacidades invasivas®’~°. En células de melanoma
SPARC inhibe la expresion de E-cadherina y aumenta la expresion de Snail, un represor directo
de la expresion de E-cadherina®’. De igual manera, SPARC aumenta la expresion de Slug en
células de melanoma con la concomitante pérdida de E-cadherina y adquisicion de caracteristi-
cas mesenquimales®. En cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), SPARC induce
proliferacion, migracion y aumento de Snail y marcadores mesenquimales en las lineas celulares
CL1-5y H1299%, Estos antecedentes sugieren que SPARC podria estar involucrado en etapas
mas tempranas del desarrollo tumoral, promoviendo la TEM y con ello, la migracion e invasion

de las células de CaP en el tumor primario.
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5. Integrinas relacionadas con la accion de SPARC

En los antecedentes presentados previamente, no se describe un receptor de superficie o intra-
celular que sea especifico para SPARC, sin embargo, en otros modelos celulares se ha visto que
SPARC induce distintos efectos a nivel celular mediante la interaccion con subunidades de in-
tegrinas. Por ejemplo, en células de pulpa dentaria SPARC induce migracion a través de inte-
grina owPBs y ERK®. En células de melanoma, SPARC promueve la invasion, mediada por cate-
psina B, interactuando con integrina o2p1y colageno 1°2. En CaP, las células tumorales migran

hacia SPARC gracias a la activacion de las integrinas owfs Y owps>.

Ademas, SPARC no sélo podria estar modificando la actividad de las integrinas sino también
su expresion. Por ejemplo, en cancer de ovario SPARC ejerce un efecto anti-adhesivo, el cual
esta mediado en parte por una disminucién significativa de la expresion de las subunidades as,
B1y los heterodimeros de awfs Y awPs en la superficie celular®. Por otro lado, algunos efectos
antitumorales de SPARC también son mediados por integrinas: en células de CaP en que
SPARC inhibe la proliferacién y migracién, SPARC co-precipita con integrina 1 y la neutrali-
zacion de integrina 31 con anticuerpos restaura la capacidad proliferativa y migratoria de estas

células®?.

SPARC no sdlo se ha relacionado con la actividad y expresion de integrinas, sino también con

la activacion y expresion de sus principales efectores rio abajo, la quinasa de adhesiones focales
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(FAK) y la quinasa ligada a integrinas (ILK). En la linea celular de mioblastos C2C12, el esti-
mulo de SPARC aumenta la expresion de ILK, mientras que el bloqueo de SPARC con anti-
cuerpos la disminuye®*. En fibroblastos obtenidos de pulmon, se encontré que SPARC coloca-
liza con integrina B1 e ILK y es necesario para la activacion de ILK inducido por fibronectina y
la remodelacion de la matriz extracelular®. Al parecer, esta interaccion de SPARC con integrina
B1aumentaria la activacion de ILK, protegiendo a las células de la apoptosis®. Por Gltimo, el
silenciamiento de SPARC en células de glioma disminuye la fosforilacion de AKT, FAK e ILK,

teniendo como efecto una disminucién de la sobrevida e invasion tumoral®.

Estos antecedentes sugieren que los efectos de SPARC en las células de CaP podrian estar me-
diados por proteinas integrinas con las cuales SPARC estaria interactuando directa o indirecta-
mente. Ademas, estudios demuestran que la sefializacion de integrina puede activar el programa
de TEM, inducida por otros factores secretados, como por ejemplo TGF-p.Particularmente, hay
amplia evidencia de comunicacion cruzada entre las integrinas formadas por la subunidad aw,
en especial integrina o3, y TGF-BR para inducir y potenciar los efectos inductores de TEM de
TGF-B%7%8 Esta induccion de TEM por integrinas compuestas por subunidades oy y B3 también
ocurre bajo el estimulo de otros factores de crecimiento como el factor de crecimiento de fibro-
blastos (FGF)®° y el gen transformante de tumor pituitario (PTTG)™, estimulando la invasion y
migracion tumoral, ademas de la respuesta desmoplastica®® %"t A nivel intracelular la induc-
cion de TEM estaria mediada por la activacion de ILK y FAK®™ que finalmente llevan a un
aumento en la expresion y actividad de FTs-TEM Snail y Slug’> 7. Considerando estos antece-
dentes es posible que SPARC, a traves de integrina o3 active también al factor de transcripcion

inductor de TEM ZEBL1, induciendo TEM en las células de CaP. De este modo, SPARC podria
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cambiar el fenotipo celular a uno méas migratorio e invasivo que permita a las células del tumor

primario diseminarse y crecer en otros érganos distantes.
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HIPOTESIS

SPARC, via integrina avpsy ZEBL, induce transicion epitelio-mesenquima, aumentando las ca-

pacidades invasivas y migratorias in vitro de células de cancer de prostata

OBJETIVO GENERAL DE LA INVESTIGACION
Evaluar el efecto de SPARC vy la participacion de las vias de integrina av3 y ZEB1, en la in-
duccidn de transicion epitelio-mesénquima, invasion, migracion y crecimiento en lineas de can-

cer de préstata

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la expresion de SPARC en muestras de pacientes con CaP de distintos grados de

Gleason, en cultivos primarios y en lineas celulares de CaP.

2. Evaluar el efecto de SPARC, en la induccidn de transicion epitelio-mesénquima y las ca-

pacidades invasivas y migratorias, en lineas celulares de CaP.

3. Determinar la participacion de los ejes de integrina awfs y ZEB1 como mediadores de
transicion epitelio-mesénquima y aumento de la migracion, inducido por SPARC en li-

neas celulares de CaP.
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MATERIALES Y METODOS

Micro arreglos de tejido (TMA)

Muestras de tejido de cancer de prostata, fijadas en formalina e incluidas en parafina, fueron
obtenidas a partir prostatectomias radicales, realizadas en el Hospital Clinico de la Universidad
de Chile, Santiago, Chile. Las muestras fueron evaluadas por un patélogo experto y clasificadas
segun su puntaje de Gleason (PG): las muestras con una puntuacion de 6 se clasificaron como
PG bajo, las muestras con una puntuacion de 7 se clasificaron como PG intermedio y las mues-
tras con puntuacion de 8 a 10 se clasificaron como PG alto. A partir de los bloques de tejido
recolectados, construimos dos TMA que contenian sacabocados de 1 mm de didmetro, de zonas
representativas de cada muestra. En total, se incluyeron 23 muestras de PG bajo, 59 muestras
de PG intermedio y 26 muestras de PG alto, mas 12 muestras de hiperplasia prostatica benigna

(HPB).

Inmunohistoquimica (IHQ)

Las secciones de tejido obtenidas de los TMA fueron procesadas Yy tefiidas en un equipo de IHQ
automatizado (Benchmark GX, Ventana, Tucson, AZ, EE.UU.), utilizando protocolos estandar.
Brevemente, las muestras fueron desparafinadas, rehidratadas e incubadas durante 30 min a 95°
C en solucién de recuperacion antigénica (tampdn citrato, pH 6,0). Después del bloqueo, las
secciones fueron incubadas con un anticuerpo especifico contra SPARC (1:100, 335500, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) y los nucleos se tifieron con hematoxilina (Scytek labo-

ratories, Logan, UT, EE.UU.). Las imagenes digitales fueron obtenidas con un microscopio
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Leica DM2500 (Leica, Wetzlar, Alemania). La intensidad de la tincion de con 3,3'-diaminoben-
zidina (DAB) fue cuantificada con el software ImageJ 1.51w (NIH, Bethesda, MD, EE.UU.),

utilizando el complemento IHC toolbox.

Cultivos celulares

Las lineas celulares usadas en este trabajo fueron compradas desde la American Type Culture
Coleccion (ATCC, Manassas, VA, USA). Las celulas LNCaP clon FGC (CRL1740) y 22Rv1
(CRL2505) se cultivaron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (GIBCO,
Life Technologies). Las células DU145 (HTB81) y PC3 (CRL1435) se mantuvieron en medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) F12 (GIBCO). Ambos medios de cultivo fueron su-
plementados con suero bovino fetal al 10% (SFB; Mediatech, Manassas, VA, EE. UU.),
estreptomicina-penicilina y anfotericina B (Corning Inc., Corning, NY, USA). Todos los culti-

vos celulares se mantuvieron a 37 ° C, en un ambiente himedo con 5% de CO?2.

Transduccion lentiviral

Las células con silenciamiento de SPARC se obtuvieron a través de transduccion con vectores
lentivirales que contienen un RNA de horquilla corta (sShRNA) contra SPARC (pLenti-U6-
SshRNA [h SPARC] -Rsv [GFP-Puro]), o un shRNA scramble como control (pLenti-U6-shRNA
[control negativo] -Rsv [GFP-Puro]). Para sobreexpresar SPARC, las células se transdujeron
con un lentivirus que contiene la secuencia SPARC acoplada a una etiqueta HA (pLenti-suCMV
[h SPARC-HA] - Rsv [GFP-Puro]) o el vector vacio como control (pLenti-suCMV [Control
nulo] -Rsv [GFP-Puro]). Todos los lentivirus fueron adquiridos desde Gen Target Inc. (San
Diego, CA, EE. UU.) y las células fueron infectado utilizando un protocolo estandar. Breve-

mente, 7,5x10* células por pocillo fueron sembradas en placas de 6 pocillos. Después de 24 h,
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las celulas se incubaron con particulas lentivirales en una multiplicidad de infeccion de tres, mas
5 ug/ml de polibreno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) en 1 ml de cultivo durante 24
h. Posteriormente, se seleccionaron células que integraron los vectores utilizando 2 pg/ml de

puromicina (Sigma-Aldrich) durante 24 h.

Western Blot

La extraccion de proteinas de células completas se realiz6 utilizando buffer RIPA suplementado
con inhibidores de proteasas (cOmplete mini, EDTA-free, Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.). A
continuacion, se cargaron 50 g de proteina, se separaron por electroforesis (SDS-PAGE) y se
fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con albd-
mina de suero bovino al 5% en buffer Tris salino (TBS) con Tween al 0,2% por una hora y se
incubaron durante toda la noche con anticuerpos primarios diluidos en solucion de blogueo.
Después del lavado, los anticuerpos primarios unidos a la membrana fueron detectados con an-
ticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP) y

revelados con un Kit de deteccidn de quimioluminiscencia para HRP (EZ-ECL, Biological In-
dustries, Cromwell, CT, EE. UU.). Los anticuerpos utilizados en este trabajo se encuentran de-

tallados en la tabla 2.
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados para western blot.

Anticuerpo
SPARC
Hemaglutinina (HA)
ZEB1
Snail
Slug
E-cadherina
N-cadherina
Vimentina
Integrina 1
Integrina B3
Integrina B4
Integrina Bs
Integrina as
Integrina ow
FAK
P-FAK (Y397)
P-FAK (Y576/577)
P-FAK (Y925)
Actina
Cabra anti-conejo 1gG HRP
Cabra anti-raton 1gG HRP

Marca

Santa Cruz

Sigma-Aldrich

eBioscience
Santa Cruz

Santa Cruz

BD Transduction Laboratories

Life Technologies

AbCam
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling

MP Biomedicals
Jackson Inmunoresearch

Jackson Inmunoresearch

N° Catalogo
Sc-25574
H6908
14974182
Sc-393172
Sc-166479
610181
333900
ADb8978
9669T
13166T
14803T
3629T
4705T
4711T
13009T
8556T
3281T
3284T
691002
111-035-003
115-035-003

Dilucién

1:500
1:1000
1:1000

1:500

1:500
1:1000
1:1000
1:2000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:5000

1:10000
1:10000
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Extraccion de RNAy RT-gPCR

El RNA total fue extraido de las células utilizando TRIzol (Ambion, Life Tecnologias). A partir
de éste, se sintetizaron tres mil nanogramos de cDNA utilizando el kit cDNA Affinity Script
QPCR (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) y 100 ng de cDNA se amplificaron
mediante qPCR utilizando el kit Brilliant Il SYBR Green gPCR Master Mix (Agilent Techno-
logies). El gen housekeeping pumilio fue usado como normalizador y los resultados se analiza-
ron utilizando el método AACt. Los pares de partidores utilizados para los gPCR se detallan en

la Tabla 3.
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Tabla 3. Partidores utilizados para gPCR

Gen Partidor sentido Partidor antisentido
SPARC 5°-AAC CGA AGA GGA GGT GGT-3’ 5°_GCA AAG AAG TGG CAG GAA GA-3’
E-cadherina 5’-GAA CGC ATT GCC ACA TAC AC-3’ 5°-ATT CGG GCT TGT TGT CAT TC-3’
N-cadherina 5°-GGA CAG TTC CTG AGG GAT CA-3’ 5’-GGA TTG CCT TCC ATG TCT GT-3’
Vimentina 5°-GCC AAG GCA AGT CGC G-3’ 5°-GCC AAG GCA AGT CGC G-3’
Citoqueratina 18 5°-ACA GAG TGA GGA GCC TGG AGA CCG A-3' 5°-CAG TAT TTG CGA AGA TCT GAG CCC TC-3°
ZEB1 5°-TTC ACA GTG GAG AGA AGC CA-3’ 5°-GCC TGG TGA TGC TGA AAG AG-3’°
Snalil 5°-TTC CAG CAG CCC TAC GAC CAG-3’ 5°-GCC TTT CCC ACT GTC CTC ATC-3’
Slug 5°-CTC CAT TCC ACG CCC AGC TAC-3’ 5’-AGC CAC TGT GGT CCT TGG AG-3’
MMP2 5-AGC CAC TGT GGT CCT TGG AG-3’ 5-ACT TGG AAG GCA CGA GCA AA-3'
MMP7 5°-TGG GAC ATT CCT CTG ATC CT-3’ 5*-TGA ATG GAT GTT CTG CCT GA-3’
Integrina B3 5’- ACC AGT AAC CTG CGG ATT GG-3 5-CTC ATT GAA GCG GGT CAC CT-3’
Integrina ow 5°-TCT CTC GGG ACT CCT GCT AC-3’ 5°-CTG GGT GGT GTT TGC TTT GG-3°
RAC1 5°-TCC GCA AAC AGA TGT GTT CTT A-3’ 5°-ATG GGA GTG TTG GGA CAG TG-3’
RHOA 5°-GGT GAT GGA GCC TGT GGA AA-3’ 5°-TGT GTC CCA CAA AGC CAA CT-3’
FAK 5>-CAG GGT CCG ATT GGA AAC CA-3’ 5>-CTG AAG CTT GAC ACC CTC GT-3’
ILK 5°-CTT CCC TGG ATC ACT CCA CAG-3’ 5°-GGG AGA AGC CAT GAT CGT CC-3’
Pumilio 5°-TGA ATG GAT GTT CTG CCT GA-3’ 5.CGT ACG TGA GGC GTG AGT AA-3'
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Inmunofluorescencia indirecta y tincion fluorescente.

Las células se sembraron en cubreobjetos de 12 mm a una confluencia del 50%. Después de 24
h, las células se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 30 minutos, se permeabilizaron

con 0,1% de Triton X-100 en PBS durante 10 min, se lavaron y se bloguearon con 3% BSA en
PBS durante 30 min. Posteriormente, las células se incubaron durante la noche con el anticuerpo
primario: anti-SPARC (1:100, sc-25574, Santa Cruz), anti-Zebl (1:50, sc-25388, Santa Cruz) o
Ki67 (1:50, sc-15402, Santa Cruz). Luego de lavar, las células se incubaron durante 45 minutos
con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 (1:500, A21207, Life Technologies). Para la tin-
cion nuclear, se utilizo 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; 1:10000, sc3598, Santa Cruz) y para
la tincion citoplasmatica se utilizo faloidina (50 pg/ml, P-1951, Sigma-Aldrich). El area celular

y la circularidad se cuantificaron utilizando el software ImageJ 1.51w.

Ensayo de cierre de herida
Las células utilizadas fueron sembradas a confluencia en placas de 24 pocillos. La herida se hizo
con una punta de micropipeta y el cierre de herida fue monitoreado cada 12 hrs durante 3 dias.

El area de la herida fue utilizando el software ImageJ 1.51w.

Ensayo de transmigracion

Para el ensayo de transmigracion, se sembraron 5 x 10* células por pocillo, en la cdmara superior
de una placa CytoSelect™ (Cell Biolabs, San Diego, CA, EE.UU.) de 96 pocillos, con membra-
nas de poro de 8 um. Las células sembradas en la camara superior se mantuvieron con medio
de cultivo sin SFB, mientras que, en la camara inferior, se agregoé medio de cultivo con 10% de

SFB como quimioatrayente. Después de 24 h, las células que transmigraron se resuspendieron
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y se tifieron con CyQuant® GR Dye (Cell Biolabs). La fluorescencia a 485/528 nm se cuantifico

en un lector de placas BioTek Synergy HT (BioTek, Winooski, VT, EE.UU.).

Ensayo de invasion in vitro
El ensayo de invasion se realizd en una placa CytoSelect™ (Cell Biolabs) de 96 pocillos con
membranas de poro de 8 um, recubiertas con ldmina basal, siguiendo el mismo protocolo utili-

zado para el ensayo de transmigracion descrito anteriormente.

Ensayo de viabilidad con MTT

La viabilidad celular se evalu6 utilizando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetra-
zolio (MTT). Para ello, se sembraron 1x10* células en una placa de 48 pocillos. Después de 24,
48 y 72 hrs, las células se lavaron en PBS, se afiadieron 100 ul de solucion de trabajo de MTT
(15 pl MTT [5 mg/ml] en 500 pl de solucion de Locke) y se incub6 durante 3 hrs a 37°C.
Posteriormente, se descarto el sobrenadante, los cristales de formazan se resuspendieron en 100
I de dimetilsulfoxido y se midio la absorbancia a 550 nm en un lector de placas BioTek Synergy

HT (BioTek).

Prueba de exclusion azul tripan

Para esta prueba, se sembraron 5x10* células por pocillo en placas de 12 pocillos y el creci-
miento celular se controlo cada 24 hrs durante 3 dias, contando el nimero total de células viables
por pocillo. Para esto, las células se desprendieron con tripsina y se resuspendieron en 1 ml de
medio de cultivo. A continuacion, se agregaron 10 ul de azul de tripan (0.4%; Sigma-Aldrich)

a 10 pl de la suspension celular y 10 pl de esta mezcla se cargaron en un hemocitometro (Paul
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Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen, Alemania). Solo se consideraron las células

viables (no tefiidas) para el recuento.

Ensayo de formacion de adhesiones focales

En este ensayo se sembraron 5x10* células por pocillo en placas de 24 pocillos, sobre cubreob-
jetos de vidrio recubiertos por fibronectina (10 ug/mL). Al dia siguiente, las células se depleta-
ron de suero por 3 hrs y posteriormente se indujo la migracion celular con medio DMEM F12
suplementado con 10% de SFB. Las células fueron fijadas y tefiidas con el procedimiento de
inmunofluorescencia descrito anteriormente. Los anticuerpos utilizados para este ensayo fueron
anticuerpo primario vinculina (1:400, V9131, Sigma-Aldrich), anticuerpo secundario Alexa
Fluor 555 (1:500, ab150118, AbCam) y la actina se marc6 con faloidina - Alexa Fluor 488

(1:5000, A12379, Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.)

Andlisis estadisticos

El analisis de los datos se realiz6 con el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, EE.UU.). Para el anélisis de los TMA, la distribucion de datos fue evaluada con la
prueba de normalidad D’Agostino-Pearson y las diferencias entre grupos se analiz6 con la
prueba de Kruskal-Wallis. En todos los otros experimentos, los datos se expresaron como media
+ desviacion estandar, de al menos tres experimentos independientes. Para datos continuos, se
utilizo la prueba U de Mann-Whitney, prueba t de Student o ANOVA de una o dos vias para
analizar las diferencias entre grupos. En todos los casos, P<0.05 fue considerado estadistica-
mente significativo. El valor P, el nimero de experimentos y la prueba estadistica utilizada en

cada caso en particular, se detalla al pie de cada figura.
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Consideraciones éticas
La utilizacién de muestras de archivo de tejido de cancer de prostata fue aprobado por el co-
mité ético del Hospital Clinico de la Universidad de Chile para el proyecto FONDECYT

#1151214, cuyo investigador principal es el Dr. Héctor Contreras
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RESULTADOS

OBJETIVO 1: Evaluar la expresion de SPARC en muestras de pacientes con CaP de dis-

tintos grados de Gleason, en cultivos primarios y en lineas celulares de CaP.

1.1 Expresion de SPARC en muestras de pacientes con CaP de distintos grados de Gleason.

Para evaluar la expresion de SPARC en muestras de pacientes con CaP, se construyeron
dos micro arreglos de tejido (TMA) con muestras de tejido de prostata de 120 pacientes, inclu-
yendo muestras de hiperplasia prostatica benigna (HPB) y CaP de Score de Gleason bajo, inter-
medio y alto (figura 6a). En estas muestras se realizd una deteccion inmunohistoquimica de
SPARC. Como se muestra en la figura 6b, las muestras de CaP presentan tincion intracelular
positiva para SPARC. Ademas, la cuantificacion de la tincion (figura 6¢) muestra que la expre-
sion de SPARC se encuentra aumentada en muestras de grado de Gleason intermedio y alto, en

comparacion con las muestras de HPB y CaP de Gleason bajo (P<0.01, Kruskal-Wallis).
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a  Diagnostico Numero de Biopsias

Histopatolégico (n=120)
HPB 12
PG Bajo (<7) 23
PG Intermedio (=7) 59
PGAlto (>7) 26

b Score de Gleason

Intermedio
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Figura 6. Expresion de SPARC en muestras de pacientes. a. Nimero de biopsias analizadas por grupo, incluidas
en los dos TMAs de tejido. b. Imégenes representativas de inmuhistoquimica contra SPARC en TMASs de muestras
de pacientes con HPB y CaP de Score de Gleason bajo, intermedio y alto. La fila inferior corresponde a un aumento
del inserto superior. Barras = 100 um. c. Cuantificacién de la sefial IHQ de SPARC. Los gréaficos de caja muestran
la intensidad de la expresion de SPARC en cada grupo. ***P<0.001, ** P<0.01, *P<0.05, (Kruskal-Wallis test).
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1. 2 Expresion de SPARC en cultivos primarios de cancer de prostata.

Para abordar este objetivo se utilizaron siete cultivos primarios originados desde tumores
primarios de CaP. En estas células se evalud la expresion de SPARC y E-cadherina a través de
western blot. En la figura 7, se puede observar que los cultivos primarios que expresan SPARC

presentan una baja expresion de E-cadherina.
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Figura 7. Expresion de E-Cadherina y SPARC en cultivos primarios de CaP derivados de pacientes. a. La
expresién de E-cadherina y SPARC fue evaluada a través de western blot con anticuerpos especificos para estas

proteinas, en siete cultivos primarios derivados de pacientes distintos (285, 289, 295, 316, 318, 445 y 446).
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1.3 Expresion de SPARC en lineas celulares de cancer de prostata.

Se evaluod la expresion de SPARC mediante RT-gPCR, Western Blot e IFI, en cuatro
lineas celulares comerciales, que representan distintos estadios de la progresion del CaP: 22Rv1,
obtenidas desde un tumor primario; LNCaP, obtenidas desde una metastasis linfonodal; DU145,

obtenidas desde una metastasis cerebral; y PC3, obtenidas desde una metastasis dsea.

En las lineas celulares estudiadas, la que presentd mayor expresion de SPARC, tanto a nivel de

MRNA como de proteina, fueron las células PC3. Comparadas a éstas, las células 22Rv1,

LNCaP y DU145 presentan baja expresion de SPARC (figura 8).
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Figura 8. Expresion de SPARC en lineas celulares de CaP. a. Western blot para SPARC en lineas celulares de
CaP 22Rv1, LNCaP, DU145 y PC3. b. RT-gPCR de SPARC en lineas celulares de CaP. AACt fue obtenido luego
de normalizar con PUMILIO vy la linea celular PC3 (n = 3). g. Inmunofluorescencia contra SPARC en lineas celu-
lares de CaP. Barras = 20 pm.
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OBJETIVO 2: Evaluar el efecto de SPARC, en la induccidn de transicion epitelio-mesén-

quimay las capacidades invasivas y migratorias, en lineas celulares de CaP.

2.1 Silenciamiento y sobreexpresion estable de SPARC en lineas celulares de CaP.

Dado que las células PC3 expresan altos niveles de SPARC de forma basal, en esta linea
se indujo silenciamiento de SPARC por transduccidn con vectores lentivirales que expresan
shRNA contra SPARC (shSPARC), utilizando como control un shRNA de secuencia aleatoria
(shScramble). Como se puede observar en la figura 9, el silenciamiento de SPARC se ve refle-
jado en una disminucion de la expresion de SPARC tanto a nivel de mRNA como de proteina
(P<0.05, One-way ANOVA). De manera inversa, se indujo sobreexpresion de SPARC en célu-
las LNCaP por transduccion con vectores lentivirales que expresan la secuencia de SPARC,
acoplada a un epitope HA. Se observé un aumento de la expresion de SPARC a nivel de mRNA
y proteina en las células LNCaP con sobreexpresion de SPARC, en comparacion al control
(P<0.05, One-way ANOVA). Ademas, estos cambios a nivel protéico de SPARC fueron obser-

vados intracelularmente (figura 10).
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Figura 9. Expresion de SPARC en lineas celulares de CaP con silenciamiento y sobreexpresion de SPARC.
Células PC3 parentales (input) fueron transducidas establemente con un shRNA contra SPARC (ShSPARC) o
inespecifico (ShScr), mientras que las células LNCaP parentales (input) fueron transducidas con la secuencia de
SPARC (SPARC_HA), o con un vector vacio (Null). a y b. Expresién del mMRNA de SPARC evaluado por RT-
gPCR en células PC3 con silenciamiento de SPARC (a) y células LNCaP con sobreexpresion de SPARC (b) (n =
3) ***P<0.001 (One-way ANOVA). cy d. Imagenes representativas de western blot para SPARC en las distintas
lineas celulares producidas, células PC3 con silencimiento de SPARC y su respectivo control (ShScr) (c) y células
LNCaP con sobreexpresion de SPARC y su respectivo control (Null) (d). La cuantificacion de la densidad éptica
fue normalizada con B-actina y las células parentalas. La cuantificacion representa el promedio (n = 3).
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Figura 10. Expresion intracelular de SPARC en lineas celulares de CaP con silenciamiento y sobreexpresion
de SPARC. ay b. Expresion SPARC evaluado por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para SPARC,
en células PC3 con silenciamiento de SPARC (a) y células LNCaP con sobreexpresion de SPARC (b) En las
inméagenes de contraste de fase se puede apreciar ademas algunos cambios morfol6gicos presentes en las células
con silencimiento y sobreexpresién de SPARC en comparacion a sus respectivos controles.
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2.2 SPARC induce cambios morfologicos en las lineas celulares de CaP.

Para evaluar si SPARC modifica la morfologia celular, las células de CaP PC3 y LNCaP
con silenciamiento y sobreexpresion de SPARC fueron tefiidas con faloidina-RFP y DAPI, y se
cuantifico el tamafio celular y la circularidad de estas células. Como se muestra en la figura 11,
las células PC3 shScramble son de menor tamafio y fusiformes, lo cual es consistente con una
morfologia mesenquimal, mientras que las células PC3 shSPARC son mas grandes y circulares
(P<0.05, U de Mann-Whitney), lo cual es consistente con una morfologia epitelial. Por otro
lado, las células LNCaP con sobreexpresion de SPARC son mas pequefias (P<0.05, U de Mann-

Whitney), aunque no se observaron cambios en su circularidad (P>0.05, U de Mann-Whitney).
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Figura 11. Morfologia de las lineas celulares de CaP con silenciamiento y sobreexpresion de SPARC. a. Ima-
genes representativas de células PC3 con silencimiento de SPARC y LNCaP con sobreexpresion de SPARC, tefii-
das con DAPI y faloidina. Barras = 20 um. b. Cuantificacion del area celular en pixeles, de las células PC3 con
silenciamiento de SPARC y LNCaP con sobreexpresion de SPARC c. Cuantificacion de la circularidad de las
células PC3 con silenciamiento de SPARC y LNCaP con sobreexpresion de SPARC. by c. (n = 50) ***P<0.001,
**P<0.01, ns = P>0.05 (Mann-Whitney U test).
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2.3 SPARC disminuye la expresion de marcadores epiteliales y aumenta la expresion de

marcadores mesenquimales en células de CaP.

Para determinar si la expresion de SPARC por células de CaP puede modificar el feno-
tipo celular, evaluamos marcadores clasicos de TEM: las moléculas de adhesion célula-célula
E-cadherina y N-cadherina, y los filamentos intermedios Vimentina y Citoqueratina 18, en las
lineas celulares establecidas: PC3 con silenciamiento de SPARC o control Scramble y LNCaP

con sobreexpresion de SPARC o control Null.

En la figura 12 se muestra que el silenciamiento estable de SPARC en células PC3 produce
aumento de marcadores epiteliales E-cadherina y citoqueratina 18, acompafiado de una dismi-
nucion de marcadores mesenquimales N-cadherina y vimentina, tanto a nivel de proteinas como
de mRNA. Concordantemente, la sobreexpresion de SPARC en células LNCaP induce dismi-
nucion de e-cadherina y citoqueratina 18, y aumento de vimentina, apoyando la hipétesis de que

SPARC induce TEM en células de cancer de prostata.
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Figura 12. Expresion de marcadores de TEM en lineas celulares de CaP con silenciamiento y sobreexpresion
de SPARC. a. Evaluacion de la expresion proteica de los marcadores de TEM E-cadherina, N-cadherina y Vimen-
tina mediante western blot de las células PC3 transducidas con sShRNA contra SPARC, células LNCaP transducidas
con la secuencia de SPARC, y sus respectivos controles. La densidad Optica fue normalizada con B-actina y las
células parentales (input), la cuantificacion representa el promedio (n = 3). b. Expresion relativa del mRNA de E-
cadherina (CDH1), N-cadherina (CDH2), Citogueratina 18 (CK18) y vimentina (VIM), evaluada por RT-qPCR,
en células PC3 con silencimiento de SPARC y células LNCaP con sobreexpresion de SPARC (n = 3), ***P<0.001,
**P<().01, *P<0.05 (Student’s test).
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2.4 SPARC aumenta la expresion de factores de transcripcion inductores de TEM en lineas

celulares de CaP.

Dado que los cambios en expresion de proteinas que ocurren durante la TEM son gober-
nados por factores transcripcionales que inhiben la transcripcion de genes asociados a fenotipo
epitelial e inducen la transcripcion de genes mesenquimales, evaluamos si la expresion de
SPARC por células de cancer de préstata puede modificar los niveles de expresion de los facto-
res transcripcionales inductores de TEM como ZEB1, Snail y Slug. El silenciamiento estable de
SPARC en células PC3 produjo disminucion del mRNA de los factores de transcripcion ZEBL,
Snail y Slug, sin embargo, por western blot sélo se pudo observar disminucion significativa de
ZEBL1. Por otro lado, la sobreexpresion estable de SPARC en células LNCaP induce un aumento
significativo de la expresion de ZEB1, Snail y Slug, tanto a nivel de mRNA como de proteina
(figura 13). Ademas, se verificd que ZEB1 estuviese expresado a nivel nuclear, lo que fue com-

probado por IFI (figura 14).

Adicionalmente, para demostrar que estos efectos no son clonales, silenciamos SPARC
en otra linea celular de CaP, utilizando distintos ShRNA contra SPARC. Podemos observar que,
utilizando tres sShRNA contra SPARC distintos, el silenciamiento de SPARC indujo un aumento

de la expresion de E-cadherina y disminucion de la expresion de ZEB1 (figura 15).
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Figura 13. Expresion factores transcripcionales inductores de TEM ZEB1, Snail y Slug, en lineas celulares
de CaP con silenciamiento y sobreexpresion de SPARC. a. Evaluacion de la expresién proteica de los facotres
transcripcionales inductores de TEM ZEB1, Snail y Slug mediante western blot de las células PC3 transducidas
con shRNA contra SPARC, células LNCaP transducidas con la secuencia de SPARC, y sus respectivos controles.
La densidad éptica fue normalizada con B-actina y las células parentales (input), la cuantificacion representa el
promedio (n = 3). b. Expresion relativa del mMRNA de ZEB1, Snail (SNAI1) y Slug (SNAI2), evaluada por RT-
gPCR, en células PC3 con silencimiento de SPARC y células LNCaP con sobreexpresion de SPARC (n = 3),
***P<0.001, *P<0.05 (Student’s test).
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Figura 14. Localizacién de ZEB1 en lineas celulares de CaP con silenciamiento y sobreexpresién de SPARC.
ay b. Imagenes representativas de inmunofluorescencia indirecta para ZEB1 (rojo). Los nucleos celulares se ob-
servan tefiidos con DAPI (azul). a. Células PC3 parentales (input), transducidas con su shRNA inespecifico (ShScr)
y transducidas con un ShRNA contra SPARC (ShSPARC). B. Células LNCaP parentales (input), transducidas con
un vector control (Null) y transducidas con un vector que porta la secuencia de SPARC (SPARC_HA).
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Figura 15. Expresion de E-Cadherina y ZEB1 en células DU145 con silenciamiento de SPARC. RT-qPCR
para SPARC (a), E-Cadherina (CDH1) (b) y ZEBL1 (c) en células DU145 transducidas con tres shRNA contra
SPARC distintos (ShSPARC # 1, 2y 3), o con un shRNA control (ShScr). La expresion de SPARC, E-Cadherina
y ZEB1 fue normalizado con PUMILIO vy las células parentales (input) fueron usadas como control (n = 3),
***pP<0.001, **P<0.01, *P<0.05 (One-way ANOVA).
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2.5 Snail, Slug y ZEB1 aumentan la expresion de SPARC en células de CaP.

Debido a que observamos que SPARC aumenta la expresion de los factores de transcrip-
cion Snail, Slug y ZEB1, nos propusimos evaluar si Snail, Slug y ZEB1 podrian estar regulando
la expresion de SPARC de manera reciproca. Para esto, utilizamos células LNCaP con sobreex-
presion estable Snail, células LNCaP con sobreexpresion estable de Slug, y células 22Rv1 con
sobreexpresion transiente de ZEBL. Interesantemente, observamos que tanto la sobreexpresion
de Snail (figura 16), como la sobreexpresion de Slug (figura 17) o de ZEB1 (figura 18), cada

uno por si sélo, aumentan la expresion de SPARC en lineas celulares de CaP.
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Figura 16. Expresion de SPARC en lineas celulares de CaP con sobreexpresion de Snail a. RT-qPCR para
Snail (SNAIL), en células LNCaP con sobreexpresion estable de Snail (SNAIL) células LNCaP control (Null).
AACt fue obtenido luego de normalizar con PUMILIO vy la linea control (Null) (n = 3). ***P<0.001 (Student’s
test). b. RT-gPCR para SPARC en células LNCaP con sobreexpresion estable de Snail (SNAIL) y células LNCaP
control (Null). AACt fue obtenido luego de normalizar con PUMILIO y la linea control (Null) (n = 3). ***P<0.001

(Student’s test).
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Figura 17. Expresion de SPARC en lineas celulares de CaP con sobreexpresion de Slug a. RT-gPCR para Slug
(SNAI2), en células LNCaP con sobreexpresion estable de Slug (SNAI2) células LNCaP control (Null). AACt fue
obtenido luego de normalizar con PUMILIO vy la linea control (Null) (n = 3). ***P<0.001 (Student’s test). b. RT-
gPCR para SPARC en células LNCaP con sobreexpresion estable de Slug (SNAI2) y células LNCaP control (Null).
AACt fue obtenido luego de normalizar con PUMILIO y la linea control (Null) (n = 3). *P<0.05 (Student’s test).
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Figura 18. Expresién de SPARC en lineas celulares de CaP con sobreexpresion de ZEB1 a. RT-qPCR para
ZEB1, en células LNCaP con sobreexpresion estable de ZEB1 (ZEB1) células LNCaP control (Null). AACt fue
obtenido luego de normalizar con PUMILIO vy la linea control (Null) (n = 3). ***P<0.001 (Student’s test). b. RT-
gPCR para SPARC en células LNCaP con sobreexpresion estable de ZEB1 (ZEB1) y células LNCaP control (Null).
AACt fue obtenido luego de normalizar con PUMILIO vy la linea control (Null) (n = 3). *P<0.05 (Student’s test).
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2.6. SPARC no modifica la proliferacion de células de CaP.

Dado que SPARC aumenta la expresion de factores inductores de TEM, los cuales pue-
den inhibir directamente la proliferacion, evaluamos si SPARC modifica la proliferacion celular
en lineas de CaP. Observamos que tanto el silenciamiento como la sobreexpresion de SPARC
en células de CaP no modifican la proliferacion in vitro, evaluada por los métodos de inmuno-
fluorescencia contra Ki-67 (figura 19), ensayo de MTT (figura 20) y test de exclusion con Azul
de Tripan (figura 21). Estos resultados difieren del efecto de inductores clasicos de TEM, como

TGF-B1, el cual si disminuye la proliferacion en células LNCaP (figura 21c).
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Figura 19. Evaluacién de Ki-67 nuclear en lineas celulares de CaP con silenciamiento y sobreexpresion de
SPARC. ay b. Imagenes representativas de inmunofluorescencia contra Ki-67 en células PC3 con silenciamiento
de SPARC (a), células LNCaP con sobreexpresion de SPARC (b) y sus respectivos controles. Barras = 20 um. cy
d. Cuantificacion del porcentaje de nucleos Ki-67 positivos, con respecto al total (n = 3, 50 ntcleos por condicién),
ns = P> 0.05 (One-way ANOVA).
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Figura 20. Ensayo de MTT en lineas celulares de CaP con silenciamiento y sobreexpresién de SPARC. a. y
b Ensayo de proliferacion por MTT en células PC3 con silenciamiento de SPARC (a) y células LNCaP con sobre-
expresion de SPARC (b) y sus respectivos controles. Cada 24 hrs. las células fueron incubadas con MTT y la
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absorbancia fue medida a 550 nm (n = 5), ns = P>0.05 (Two-way ANOVA).
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Figura 21. Ensayo de exclusion con Azul de Tripan en lineas celulares de CaP con silenciamiento y sobreex-
presion de SPARC. a y b. Ensayo de exclusion con azul de tripan. Se sembraron 5x10¢células por pocillo: PC3
con silencimiento de SPARC, LNCaP con sobreexpresién de SPARC y sus respectivos controles, en placas de 12
pocillos. Cada 24 hrs, las células fueron incubadas con una solucién de azul de tripan y las células no tefiidas por
el colorante fueron contadas en un hemocitémetro. (n = 5). ¢. Ensayo de exclusion con azul de tripan se hizo en las
mismas condiciones que (b), adicionando a las células LNCaP Null 10 ng/mL de TGF-p1 cada 24 hrs. a, b y c.

***P<(.001, ns = P>0.05 (Two-way ANOVA).
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2.7 SPARC aumenta la motilidad y capacidad invasiva in vitro de células de CaP.

Para evaluar si el cambio a fenotipo mesenquimal inducido por SPARC va acompariado
de un aumento en la motilidad celular, se evalué la capacidad migratoria de células de CaP PC3
y LNCaP con silenciamiento y sobreexpresion de SPARC, respectivamente. Mediante el ensayo
de cierre de herida pudimos observar que el silenciamiento de SPARC en células PC3 disminuye
las capacidades migratorias de estas células, mientras que la sobreexpresion de SPARC en cé-
lulas LNCaP aumenta la migracion (figura 22). Estos resultados fueron corroborados con el
ensayo de migracion en transwell, en el cual se observo resultados similares (figura 23). Para
determinar si SPARC aumenta las capacidades invasivas, evaluamos por RT-qPCR la expresién
de MMPs esenciales para la disrupcion de la matriz extracelular y evaluamos funcionalmente la
capacidad de invasion mediante un ensayo in vitro de transwell. Como se observa en la figura
20, el silenciamiento de SPARC disminuye la capacidad de invadir a través del matrigel, lo cual
se asocia a una menor expresion de MMP-2 y MMP-7 (figura 24). No se observaron cambios
significativos en las capacidades de invasion in vitro de las células LNCaP con sobreexpresion

de SPARC (figura 20) ni en la expresion de MMP-2 y MMP-7 (figura 24)
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Figura 22. Ensayo de cierre de herida en células de CaP con silenciamiento y sobreexpresion de SPARC. a
y b. Imagenes representativas de los ensayos de cierre de herida. La herida fue realizada con una punta de micro-
pipeta sobre monocapas de células en cultivo a confluencia. El cierre de la herida fue monitoreado cada 12 hrs. Se
usaron células PC3 son silencimiento de SPARC y células LNCaP con sobreexpresion de SPARC, junto con sus
respectivos controles. Barras = 200 um. A la derecha se muestra la cuantificacion del ensayo. El porcentaje de
cierre de herida es expresado en comparacion al tiempo cero (n = 3), ***P<0.001, ns = P>0.05, (Two-way

ANOVA).
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Figura 23. Ensayo de invasion y transmigracion de células de CaP con silenciamiento y sobreexpresion de
SPARC. a. Ensayo de transmigracion realizado en una camara de Boyden, usando células PC3 con silencimiento
de SPARC, células LNCaP con sobreexpresion de SPARC y sus respectivos controles. Las células que transmigra-
ron al otro lado de la membrana fueron tefiidas con un colorante fluorescente y cuantificadas luego de 24 hrs. b.
Ensayo de invasion realizado en una cdmara de Boyden cubierta con una capa de membrana basal. Las células
invasivas fueron tefiidas con un colorante fluorescente y cuantificadas luego de 24 hrs. ay b.. (h = 3). **P<0.01,
*P<0.05, ns = P>0.05, (Student’s test).
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Figura 24. Ensayo de invasién y transmigracion de células de CaP con silenciamiento y sobreexpresion de
SPARC. a. Ensayo de transmigracién realizado en una camara de Boyden, usando células PC3 con silencimiento
de SPARC, células LNCaP con sobreexpresion de SPARC y sus respectivos controles. Las células que transmigra-
ron al otro lado de la membrana fueron tefiidas con un colorante fluorescente y cuantificadas luego de 24 hrs. b.
Ensayo de invasion realizado en una cAmara de Boyden cubierta con una capa de membrana basal. Las células
invasivas fueron tefiidas con un colorante fluorescente y cuantificadas luego de 24 hrs. e. Expresién de MMP2 y
MMP7 evaluado por RT-qPCR. ¢, d, e. n = 3, en todos los ensayos. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05, ns = P>0.05,

(Student’s test).
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OBJETIVO 3: Determinar la participacion de los ejes de integrina awfs y ZEB1 como
mediadores de transicion epitelio-mesénquima y aumento de migracion, inducido por

SPARC en lineas celulares de CaP.

3.1. Efecto de SPARC sobre la expresion de distintas subunidades de integrinas.

Para evaluar si la expresion de algunas subunidades de integrinas, son modificados por
SPARC en células de CaP, evaluamos los niveles de las subunidades de integrina ow, Bs, B1, B3,
B4y Bs a traves de western blot en células con silenciamiento y sobreexpresion de SPARC.
Observamos que tanto el silenciamiento como la sobreexpresion de SPARC, modifican la ex-
presion de varias subunidades de integrina. Sin embargo, la subunidad de integrina Bs, es la
Unica que disminuye su expresion al silenciar SPARC en células PC3 y aumenta su expresion

al sobreexpresar SPARC (figura 25).
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Figura 25. Expresion de subunidades de integrinas en células de CaP con silenciamiento y sobreexpresion
de SPARC. a. Western blot para distintas subunidades de integrina, en células PC3 transducidas con shRNA contra
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3.2. Expresion de las subunidades de integrina awvfBs en lineas celulares de CaP.

La subunidad B3 de integrina heterodimeriza principalmente con la subunidad de inte-
grina aw, por lo que analizamos los niveles basales de expresion de estas dos subunidades en
distintas lineas celulares y cultivos primarios de CaP. Evaluamos la expresion de ambas subuni-
dades mediante RT-gPCR y western blot, en las lineas celulares 22Rv1, LNCaP, PC3 y DU145.
Similar a lo observado con SPARC, la linea celular PC3 fue la que presentd mayor expresion
proteica de ambas subunidades. Comparadas a éstas, las células 22Rv1, LNCaP y DU145 pre-
sentan baja expresion de las subunidades de integrina owfz (figura 26). Ademas, se evalué la
expresion de las subunidades de integrina owf3 en cultivos primarios de CaP. Concordante con
lo observado en lineas celulares de CaP, ambas subunidades de integrina owf3 se expresan en

mayor cantidad en aquellas células que presentan mayor expresion de SPARC (figura 26d).
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3.2. Efecto de SPARC sobre la expresion de efectores rio abajo de integrinas y en la activa-

cion de FAK.

Para evaluar si SPARC ademas puede afectar la expresion de efectores rio abajo de la sefia-
lizacion de integrinas, analizamos mediante RT-qPCR la expresion de RAC1, RHOA, ILK y FAK.
En la figura 27 se puede ver que el silenciamiento de SPARC en células PC3 induce una disminucion
del mMRNA de RAC1, RHOA e ILK, y un aumento en la expresion de FAK . Sin embargo, a nivel
de proteina, no se observan cambios en la expresion de FAK total al silenciar SPARC, pero si de
sus versiones fosforiladas: Se observé un aumento en la fosforilacion en el residuo Y397 y una

disminucion en la fosforilacion del residuo Y925 (figura 28).
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Figura 27. Expresion de componentes de la via de integrina en células de CaP con silenciamiento de SPARC.
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3.3. Efecto del silenciamiento de SPARC en la formacion de adhesiones focales en células

de CaP.

Dado que la fosforilacion de FAK en Y925 es clave para el recambio de las adhesiones
focales, evaluamos la cantidad y tamafio de las adhesiones focales, mediante IF contra vinculina,
en células PC3 ShScramble y PC3 ShSPARC (figura 29a). Observamos que en las células PC3
ShSPARC habia un aumento en el nimero de adhesiones focales por célula en comparacion con
las células PC3 ShScramble (figura 29b), sin embargo estas adhesiones focales son de menor
tamanio en las células con silenciamiento de SPARC, en comparacion con las adhesiones focales

formadas en células PC3 ShScramble (figura 29c).
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Figura 29. Efecto del silenciamiento de SPARC en la formacién de adhesiones focales en células de CaP. a.
Iméagenes representativas de inmunofluorescencia contra vinculina y tincidn del citoesqueleto de actina con falio-
dina en células PC3 transducidas con un ShScramble (ShScr) o ShRNA contra SPARC (ShSPARC) b. Cuantifica-
cién del nimero de adhesiones focales por célula en ambas condiciones (n=3), *P<0.05 (Student’s test). c. Cuan-
tificacién del area de las adhesiones focales en ambas condiciones (n=3), ***P<0.001 (Student’s test).
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3.4. Bloqueo de integrina avfs en células LNCaP estimuladas con SPARC.

Para evaluar si la activacion de integrina oavf3 es necesaria para que SPARC induzca
TEM, utilizamos como blogqueador un péptido de secuencia RGD que se une especificamente a
integrina owfB3, impidiendo su activacion. En la figura 30 se puede observar que, concordante
con lo observado previamente, las células LNCaP con sobreexpresion de SPARC presentan me-
nor expresion de e-cadherina, y mayor expresion de vimentina. Sin embargo, al incubar estas
células con el péptido RGD, se produce un aumento de E-cadherina y una disminucion de vi-

mentina, revirtiendo los efectos inducidos por la sobreexpresion de SPARC.
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Figura 30. Efecto del bloqueo de integrina con péptidos RGD en la expresion de E-cadherina y Vimentina
en células de CaP con sobreexpresion de SPARC a. Western blot para E-cadherina y Vimentina en células
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Null (n = 3). **P<0.01, *P<0.05 (One-way ANOVA).
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3.5 Integrina avfs y ZEB1 son necesarios para la disminucion de E-cadherinay el aumento

de migracion, inducidos por SPARC

Para evaluar si la expresion de ZEB1, en conjunto con la actividad de integrina owf33 €s
necesaria para la disminucién de E-cadherina, utilizamos un modelo de células LNCaP con si-
lenciamiento de ZEBL, las cuales fueron estimuladas con SPARC de manera exdgena. Para esto,
primero se determiné las concentraciones de SPARC en las cuales se induce una respuesta in-
hibitoria de E-cadherina. Como se observa en la figura 31, concentraciones de 1 ug/mL de
SPARC, inducen una disminucion de E-cadherina, similar a lo observado cuando se sobreex-
presa SPARC establemente en estas células. Para confirmar estos resultados, se incubo con 1
ug/mL durante tiempos entre 0 a 72 hrs. Observamos que a las 24 hrs posteriores al estimulo
con SPARC se produce la mayor respuesta de disminucion de E-cadherina y aumento de vimen-

tina (figura 32).
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Figura 31. Efecto de SPARC recombinante en la expresion de E-cadherina y Vimentina en células de CaP.
a. Western blot para E-cadherina en células LNCaP null, estimuladas con SPARC 1ug/ml por 24 hrs, y células
LNCaP con sobreexpresion de SPARC. b. Cuantificacion de western blot. La densidad 6ptica fue normalizada con
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a. Western blot para E-cadherina y Vimentina en células LNCaP null estimuladas con 1 pg/ml SPARC, entre 0 a
72 hrs. b y c¢. Cuantificacion de western blot. La densidad éptica fue normalizada con B-actina y comparadas con

las células LNCaP null sin estimulo (n = 3). **P<0.01, *P<0.05, ns = P>0.05 (One-way ANOVA).
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Posteriormente, evaluamos la expresion de ZEB1, en las células LNCaP transducidas con el
shRNA contra ZEB1 (LNCaP ShZEB1). Como se observa en la figura 33, las células LNCaP
ShZEBL, presentan una menor expresion de ZEB1 en comparacion a las células LNCaP trans-
ducidas con un shRNA inespecifico (LNCaP ShScr). Para evaluar si este silenciamiento es fun-
cional, evaluamos la expresion de E-cadherina, la cual es directamente reprimida por ZEB1.
Como se esperaba, el silenciamiento de ZEB1 aumenta la expresion de E-cadherina (figura 33
y 34). Interesantemente, se pudo observar que el silenciamiento de ZEB1 ademas disminuye la

expresion de SPARC, tanto a nivel de proteina como mRNA (figura 33 y 34).
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Figura 33. Silenciamiento de ZEB1 en células LNCaP. a. La expresion de los mRNA de ZEB1, E-cadherina
(CHD1) y SPARC fue evaluado en células LNCaP transducidas con lentivirus que porta un ShRNA dirigido conta
ZEB1 (ShZEB1) o un ShRNA de secuencia aleatoria (ShScr). AACt fue obtenido luego de normalizar con PUMI-
LIO y la linea control (ShScr) (n = 3). ***P<0.001, **P<0.01 (Student’s test).
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Figura 34. Expresién de ZEB1, E-Cadherina y SPARC en células LNCaP con silenciamiento estable de
ZEBL. a. Western blot para ZEB1, E-cadherina y SPARC en células LNCaP con silenciamiento de ZEB1. b, cy
d. Cuantificacion de western blot. La densidad dptica fue normalizada con B-actina y la condicion control (ShScr)

(n = 3). ***P<0.001, *P<0.05 (Student’s test).
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A continuacion, las células LNCaP con silenciamiento de ZEB1 y control, fueron esti-
muladas con SPARC vy la actividad de integrina avfs fue inhibida con RGD. En las células
LNCaP control, SPARC disminuye la expresion E-cadherina, lo cual es revertido al bloquear
integrina awPs. Sin embargo, en las células LNCaP con silenciamiento de ZEB1, la incubacion
con SPARC no disminuye la expresion de E-cadherina, lo cual tampoco es modificado al blo-
quear integrina awPs3 (figura 35). Por Gltimo, para evaluar si integrina owf3 y ZEB1 son necesa-
rios para la migracion inducida por SPARC, se realiz6 un ensayo de migracion en transwell,
utilizando células LNCaP con silenciamiento de ZEB1 y control, estimuladas con SPARC y con
bloqueo de integrina awPs. En las células LNCaP control, SPARC aumenta las capacidades de
transmigraciéon de las células LNCaP, lo cual es completamente revertido al bloquear integrina
owPs. En las celulas LNCaP con silenciamiento de ZEB1 en cambio, SPARC no modifica las
capacidades de transmigracion de estas células, aunque el bloqueo de integrina awfs, si dismi-

nuye las capacidades de transmigracion de las células LNCaP (figura 36).
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Figura 35. Efecto del bloqueo de integrinay silenciamiento de ZEB1 en la expresion de E-cadherinaen lineas
celulares de CaP estimuladas con SPARC. a 'y b. Expresién de E-cadherina, en células LNCaP ShScramble (a)
y LNCaP ShZEB1 (b), estimuladas con 1 ug/mL SPARC y con bloqueo de integrina a3 con 50 uM RGD durante
6 hrs. AACt fue obtenido luego de normalizar con PUMILIO y la condicion control (sin SPARC y sin RGD) (n =

3). *P<0.05, ns = P>0.05 (One way ANOVA). e
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Figura 36. Efecto del bloqueo de integrina y silenciamiento de ZEB1 en lineas celulares de CaP estimuladas
con SPARC. a. Ensayo de transmigracion realizado en una camara de Boyden con células LNCaP ShScr y Sh
ZEBL1. Las células fueron incubadas con 1 ug/mL SPARC y con 50 uM de péptido RGD, luego de 24 hrs, las
células que migraron al otro lado de la membrana fueron tefiidas con un colorante fluorescente y cuantificadas (n
= 3) *P<0.05, ns = P<0.05 (Student’s test).
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DISCUSION

1. Expresion de SPARC en tejidos cancerosos

SPARC es una proteina matricelular altamente expresada en el tejido 6seo y descrita
como un factor quimioatrayente que podria promover la llegada de células CaP a la médula
6sea*?>*%, Sin embargo, alin no hay consenso con respecto a su contribucion durante las pri-

meras etapas de la progresion tumoral.

En este estudio, encontramos que SPARC se expresa en biopsias de tumores primarios de pa-
cientes con CaP, siendo mayor en aquellos con Gleason intermedio y alto. Nuestros resultados
confirman los de Sung et al.”, quienes encontraron que el tejido de CaP expresa mas SPARC
que el tejido de préstata normal, y de DeRosa et al.”, que mostraron que SPARC se expresa
mas en tumores de CaP poco diferenciados en comparacion con tumores de CaP bien diferen-
ciados. Sin embargo, Shin et al. °! describieron que tejido de prdstatas normales tienen una ma-
yor intensidad de inmunotincion para SPARC en comparacién con el tejido de CaP. Debido a
que varios otros estudios han vinculado la expresion de SPARC tanto con tejido normal como
con tejido tumoral®®#8, se sugiere que la expresion de SPARC varia durante la progresion del

cancer y que podria ejercer diferentes efectos en esta enfermedad.

En las lineas celulares de CaP estudiadas en este trabajo, observamos que SPARC es altamente
expresado en células PC3 en comparacion con las otras tres lineas celulares de CaP. Este resul-
tado es consistente con los hallazgos de Thomas et al.””, quienes encontraron que las células de

CaP provenientes de metéstasis 0seas, tales como las células PC3, tienen una mayor expresion
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de SPARC en comparacion con células obtenidas de tumores primarios 0 metastasis en otros
organos. Sin embargo, dado que encontramos que los tumores primarios de Gleason intermedio
y alto también expresan SPARC, asi como los cultivos primarios obtenidos desde tumores lo-
calizados, es posible que el aumento de la expresion de SPARC pueda adquirirse durante etapas

mas tempranas de la progresion del tumor y no solamente cuando colonizan el hueso.
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2. Regulacion de la expresion de SPARC

Dado que observamos que la expresion de SPARC se encuentra aumentada en los can-
ceres de mayor grado histoldgico, seria interesante analizar qué mecanismos llevan a la sobre-
expresion de esta proteina en el CaP. Los mecanismos de regulacion de SPARC pueden estar a

varios niveles: regulacion génica, epigenética, transcripcional y/o post traduccional.

Se han descrito al menos 471 polimorfismos de nucle6tido simple en la secuencia de SPARC,
de los cuales 23 se han relacionado con un peor prondstico en distintos tipos de tumores’®. Por
ejemplo, algunos polimorfismos presentes en la region 3’UTR de SPARC se han relacionado
con una mayor expresion de SPARC y peor pronostico, en pacientes con cancer de mama’®,
ademas de ser un predictor negativo de respuesta a terapia en cancer de pancreas®. Es posible

que algunos polimorfismos de SPARC tengan efectos similares en el CaP.

Por otro lado, se ha descrito que el promotor de SPARC presenta islas CpG que pueden ser
metiladas, inhibiendo su expresion. Se ha propuesto que la hipermetilacion del promotor de
SPARC podria ser un evento temprano en la tumorigénesis del cancer de pancreas®®, mientras
gue en cancer de colon, se ha asociado con resistencia a la terapia con 5-fluorouracilo, lo cual
puede ser revertido mediante el uso de farmacos desmetilantes®. Sin embargo, ya que observa-
mos que en CaP la expresion de SPARC se ve aumentada, es posible que la desmetilacion del
promotor de SPARC, con el consiguiente aumento de su expresion, favorezca el desarrollo tu-
moral. En nuestro estudio observamos que la sobreexpresion de ZEB1, Snail y Slug aumenta la

expresion de SPARC en células de CaP. Si bien no encontramos antecedentes en la literatura de
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regulacién directa de SPARC por estos factores de transcripcion, en la base de datos The Eu-
karyotic Promoter Database®® localizamos secuencias presentes en el promotor de SPARC, que
pueden servir de union para ZEB1 y Slug, por lo que es posible que estos factores de transcrip-

cion se unan directamente al promotor de SPARC cuando éste se encuentra desmetilado.

Finalmente, SPARC también puede ser regulado a nivel post-traduccional. Esta proteina con-
tiene secuencias que pueden ser clivadas en péptidos bioactivos que ejercen diferentes efectos.
Por ejemplo, en el dominio similar a folistatina esta la secuencia de los péptidos 2.1 y 2.3. El
péptido 2.1 inhibe la proliferacion de células endoteliales mientras que el péptido 2.3 inhibe la
angiogénesis®*. Ademas, el péptido 2.1 inhibe la adhesion celular, disrumpiendo las adhesiones
focales, al igual que el péptido 4.2, que se encuentra en la region de unién a calcio extracelular®
El clivaje de estos peptidos depende de la actividad de metaloproteasas especificas. Por ejemplo,
el clivaje de SPARC por MMP-3 produce péptidos que promueven la proliferacion endotelial®®.
La generacion de estos péptidos con actividad diferencial podria explicar los distintos efectos
de SPARC en contextos tumorales distintos, ya que dependeria de la presencia de MMPs espe-
cificas en el microambiente tumoral. Seria interesante evaluar si en CaP se presenta preferen-
cialmente la version completa de SPARC o algunos péptidos especificos de esta proteina y si

este patron de expresion varia durante el progreso tumoral.
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3. SPARC Yy el programa de TEM

Para investigar los efectos del SPARC tumoral en células CaP, desarrollamos un modelo
in vitro de silenciamiento y sobreexpresion de SPARC. En nuestro modelo, encontramos que la
expresion de SPARC por las células de CaP conduce a cambios morfologicos, moleculares y
funcionales asociados con la TEM. Nuestros resultados concuerdan con estudios recientes en
cancer de cabeza y cuello, y cancer de pulmén de células no pequefias, en los cuales SPARC
induce cambios fenotipicos y moleculares asociados con TEM®8, Sin embargo, el presente

trabajo es el primer reporte de induccion de TEM por SPARC en CaP.

En este estudio, observamos que el silenciamiento de SPARC disminuye la expresion de ZEBL,
Snail y Slug a nivel de mRNA. Sin embargo, a nivel de proteina, solo ZEB1 se encuentra dis-
minuido. Snail y Slug pueden ser regulados a nivel traduccional®®° lo que podria explicar por
qué Snail y Slug estan disminuidos a nivel de mRNA en células PC3 shSPARC, pero no a nivel
de proteina. Por otro lado, la sobreexpresién de SPARC aumenta la expresion de los FTs-TEM
canonicos como Snail, Slug y ZEB1, a nivel de mRNA y proteina, lo que sugiere que SPARC
podria modular el fenotipo celular a través de estos factores transcripcionales. En otros estudios
se ha descrito que las células tumorales con silenciamiento de ZEB1, Snail y Slug cambian a un
fenotipo epitelial, con una mayor expresion de E-cadherina®*®°, Ademas, Snail es necesario para
la disminucion de E-cadherina por SPARC en el cancer de pulmon de células no pequefias®®, y
Slug para la invasion inducida por SPARC en el melanoma®. Dados estos antecedentes, es es-
perable que estos factores de transcripcion sean necesarios para la TEM inducida por SPARC
en CaP. Sin embargo, también es posible que SPARC actle a traves de otros mecanismos dife-

rentes a la regulacion dada por factores de transcripcion. Por ejemplo, debido a que SPARC
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activa las integrinas owfs y owps>>, SPARC podria promover la internalizacion de E-cadherina

a través de los efectores rio abajo de integrina FAK y v-Src®.

Respecto de las caracteristicas funcionales de nuestras células, observamos que SPARC regula
la migracion y la invasion in vitro de células de CaP. Encontramos que el silenciamiento de
SPARC disminuye la motilidad y la invasion en células PC3, mientras que la sobreexpresion de
SPARC aumenta la motilidad en células LNCaP. Estos resultados indican que SPARC no solo
act(la como un quimioatrayente paracrino, como ha sido reportado anteriormente®**>% sino que
también puede estimular directamente la migracion e invasion de células de CaP de manera
autocrina. Por lo tanto, SPARC podria desempefiar un papel importante en la progresion tem-

prana del tumor, ademés de contribuir en la llegada de células CaP metastésicas al hueso.
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4. Efecto de SPARC en la proliferacion celular

En otros estudios en que se ha evaluado el efecto de SPARC en el crecimiento tumoral
se ha descrito que SPARC podria estar inhibiendo la proliferacion celular. Por ejemplo, Said et
al.> reportaron que los ratones knockout para SPARC muestran un rapido crecimiento tumoral
y una mayor proliferacion de células tumorales de CaP. Complementariamente, Shin et al.>
observaron una disminucion en la proliferacion de células CaP en presencia de SPARC exdgeno.
Sin embargo, otros estudios han descrito un aumento en las capacidades proliferativas de células
tumorales en presencia de SPARC®, mientras que otros no observaron cambios en prolifera-
cion®%°*9, En nuestro modelo no observamos cambios en la proliferacion celular al silenciar o
sobreexpresar SPARC, al menos durante las primeras 72 hrs. Teniendo en cuenta que SPARC
induce TEM, es posible que los efectos de SPARC sobre el crecimiento del tumor dependan de
la activacion diferencial de los factores transcripcionales que pueden tanto activar como inhibir
vias proliferativas. Por ejemplo, en células de CaP se ha visto que el silenciamiento de ZEB1
con RNAs interferntes disminuye la fosforilacién de ERK1/2, lo que lleva a un aumento de la
apoptosis y menor proliferacion®!. Ademas, se ha visto que algunos micro RNAs que inhiben la
proliferacion celular, como miR-126, miR-429 y miR-641, tienen como blanco directo la region

3’UTR de ZEB1%%,

Por otro lado, se ha descrito ampliamente que el proceso de TEM lleva a un estado final
de células mesenquimales altamente migratorias e invasivas, con poco potencial proliferativo®’.
Estos efectos se atribuyen principalmente los factores de transcripcion Snail y Slug, que detie-
nen el ciclo celular confiriéndole a las células mayor resistencia a la muerte. Se ha descrito que

Snail bloquea el ciclo celular®®, mediante la inhibicion de la expresion de Ciclina D1y D2%, al
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igual que Slug, que inhibe la expresion de Ciclina D1%, La disminucién de la proliferacion y
el aumento de la sobrevida le otorga una ventaja a las células malignas para migrar mas eficien-
temente y sobrevivir hasta que alcanzan el nicho metastasico'®1%2, Sin embargo, recientemente
se ha descrito que las células en estados de TEM intermedios son altamente plasticas, pudiendo

adquirir diversos fenotipos, distintos a los de una célula en un estado mesenquimal final®"1%,
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5. TEM, estados intermedios y plasticidad

El programa de TEM durante mucho tiempo se describié como un proceso binario con dos po-
blaciones celulares opuestas: células epiteliales y células mesenquimales. Estas Gltimas son fre-
cuentemente definidas por la pérdida de E-cadherina y la expresion de vimentina. Sin embargo,
estudios recientes indican que el proceso de TEM ocurre de manera gradual, caracterizado por
varios estados celulares intermedios, con distintos niveles de expresion (y muchas veces co-
expresion) de marcadores epiteliales y mesenquimales, presentando caracteristicas moleculares,

morfologicas y funcionales intermedias entre ambos tipos celulares®/10:-103,

La co-expresion de marcadores epiteliales y mesenquimales se ha observado en distintos tipos
de carcinomas primarios, tales como cancer de mama, colon, pulmon, pancreas y prostata®”. En
el CaP en particular, se ha observado co-expresion de E-cadherina con vimentina y fibronectina
en la misma region tumoral'®. De manera similar, en un modelo murino de CaP, se describieron
células tipo mesenquimal, caracterizadas por ser EpCAM/ VIM™ y células en transicion, carac-
terizadas por EpCAM*/VIM*, siendo la capacidad proliferativa una de las caracteristicas distin-
tivas entre ambas poblaciones: mientras que las mesenquimales exhiben caracteristicas de quies-
cencia, las células en transicidn presentan capacidades proliferativas similares a las células pro-
genitoras de tipo epitelial'®. En nuestro trabajo, las células LNCaP con sobreexpresion de
SPARC presentaron caracteristicas que se podrian atribuir a un proceso de TEM intermedio: en
estas células disminuyo la expresion de E-cadherina y aumentd la expresion de CK18 y vimen-

tina, sin embargo, no aumento la expresion de N-cadherina. En estas células tampoco disminuyo
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la proliferacion, en comparacion a las células LNCaP que fueron estimuladas con TGF-1, las

cuales si presentaban menor proliferacion.

El programa de TEM ha sido asociado con la adquision de caracteristicas de células madre del
cancer (CSC) por su mayor potencial de generar tumores cuando son inoculadas en ratones in-
munodeficientes. Por ejemplo, la expresion ectdpica de FTs-TEM Twistl o Snail en células
epiteliales de mama aumenta su capacidad de formar mamoesferas, una de las caracteristicas de
las CSC de mamal%. Ademas, células CD24", que expresan bajos niveles de E-cadherina y altos
niveles de vimentina y fibronectina, son capaces de generar tumores mamarios en ratones, a
diferencia de células CD24*, que ademas presentan altos niveles de E-cadherinal®’. En otros
modelos, como en cancer de ovario, un fenotipo de TEM intermedio se asocia la adquisicion de
marcadores y capacidades funcionales propias de CSC, mientras que los fenotipos completa-
mente epiteliales 0 mesenquimales se asocian a la pérdida de marcadores de CSC y menor ca-

pacidad tumorigénica’®®,

Si bien, todas las subpoblaciones presentes durante la TEM (epiteliales, TEM tempranas, TEM
intermedias, TEM tardias y completamente mesenquimales) presentan cierto grado de plastici-
dad, estos y otros antecedentes sugieren que las poblaciones hibridas o de TEM intermedia son
las que presentan mayor grado de plasticidad, capacidad clonogénica in vitro y en condiciones
in vivo pueden dar origen a tumores con distintas subpoblaciones®’1%1%°  Seria interesante eva-
luar a futuro si la induccion de TEM parcial por SPARC podria dar origen a subpoblaciones con

fenotipo CSC. Resultados preliminares de nuestro laboratorio muestran que las células PC3 con
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silenciamiento de SPARC presentan menor capacidad de formar prostatoesferas en condiciones

de cultivo no adherente y menor capacidad de formar tumores en ratones inmunodeprimidos.
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6. SPARC y migracidn: asociacion con integrinas

Distintos autores han analizado las vias involucradas en la migracion celular inducida
por SPARC, observandose una importante participacion de distintas subunidades de integrinas
en este proceso. Por ejemplo, De et al.>®, describieron que la migracion hacia SPARC requiere
de la activacion de integrina owfs y owfs, mientras que Girotti et al.®? que la invasion estimulada
por SPARC depende de integrina azB1. En nuestro modelo observamos que SPARC regula la
expresion de varias subunidades de integrina, siendo integrina s la que presenta cambios con-
cordantes con la expresion de SPARC. Esto es interesante ya que previamente se habia reportado
que la expresion ectopica de integrina Bz induce la expresion de SPARC en células de mela-
noma®, como también la subunidad B4 regula la expresion de SPARC en células de cancer de
mama'!!, Los antecedentes de la literatura en conjunto con nuestras observaciones indican que
SPARC y algunos genes de integrina podrian estar regulados reciprocamente de forma positiva,
contribuyendo en conjunto a la migracién e invasion de células cancerosas. Ademas, el aumento
de integrina avP3 por SPARC podria facilitar el proceso metastasico, particularmente de las
metastasis dseas*'?, las cuales son el principal nicho metastéasico del CaP*®. De hecho, existen
antecedentes que muestran que la sobreexpresion de integrina o33 aumenta el nimero y tamafio
de las metastasis 6seas de cancer de ovario!3, ademas de aumentar la migracion de células can-

cerosas hacia la sialoproteina 0sea, la cual es altamente expresada en el estroma ¢seo'411°,

Por otro lado, en células PC3 con silenciamiento de SPARC, observamos que la disminucion en
la expresion de integrina owf3, €s acompafiada por una disminucion de la expresion de genes

relacionados con la migracion y la actividad de integrinas, especificamente RAC1, RHOA e
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ILK. Shi et al.*, previamente habian reportado disminucion de la actividad de ILK y de la fos-
forilacion de FAK Y397, en células de glioma con silenciamiento de SPARC. En nuestro mo-
delo de CaP en cambio, observamos aumento de P-FAK Y397 y una disminucion de P-FAK
Y925 al silenciar SPARC. La fosforilacion de FAK Y925 es clave para el recambio de las ad-
hesiones focales, ya que impide la union de paxilina al dominio diana de adhesiones focales
(FAT)'Y. Paxilina regula la extension citoplasmatica y la migracion celulart®°, lo cual podria
explicar por qué ambos procesos se encuentran afectados en células PC3 con silenciamiento de
SPARC. Ademas, observamos que el silenciamiento de SPARC altera la formacion de las ad-
hesiones focales, observandose un aumento en el nimero de adhesiones focales, pero de menor
tamafio en comparacion con las células control, lo cual concuerda con una menor capacidad

migratoria?.

Ya que integrina o3 media la induccion de TEM por diversos factores®”6%7%74 nosotros hipo-
tetizamos que integrina o33 también podria estar mediando la induccion de TEM por SPARC.
Efectivamente en nuestro modelo observamos que integrina awfs media la disminucién de E-
cadherina y aumento de vimentina, inducidos por SPARC, ademaés del aumento de la migracion.
Considerando que integrina owfs induce la expresion de Snail y Slug en otros modelos®® " y que
observamos una evidente modificacion de ZEB1 al silenciar y sobreexpresar SPARC, evalua-
mos si en CaP ZEB1 es necesario para la disminucion de E-cadherina inducida por SPARC.
Nuestros resultados muestran que SPARC requiere de la expresién de ZEB1 y de la actividad
de integrina awfB3 para disminuir E-cadherina. De manera similar, la migracion inducida por
SPARC depende de que se exprese ZEB1 en estas células. A nuestro saber, este es el primer

estudio que vincula la actividad de SPARC con ZEB1.
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7. ZEB1: funcion en TEM y otros procesos en cancer

El aumento de ZEB1 por SPARC y su implicancia como mediador de la inhibicion de
E-cadherina abre muchas interrogantes respecto a otros procesos celulares que SPARC podria

estar regulando a través de ZEB1.

El programa de TEM involucra la accién conjunta y coordinada de distintos factores de trans-
cripcion, entre los que destacan los de la familia Snail (SNAIL y SNAI2), los de la familia Twist
(TWIST1y TWIST2) y de la familia ZEB (ZEB1y ZEB2)101-103121122  7ER1 y ZEB2 presentan
varios dominios de union a proteinas, entre ellos dominios de interaccion con Smad, CtBP, p300
y PICAF que determinan su funcion como controlador de la activacion transcripcional. Como
consecuencia, ZEB no solo actian como represores transcripcionales por interaccidn con core-
presores como CtBP, sino que también actian como activadores transcripcionales mediante la
interaccion con coactivadores como p300 y P/CAF?7123-125 Esta actividad dual es de gran rele-
vancia en el control del proceso de TEM, ya que a diferencia de otros factores como SNAI1,
ZEB reprime la expresion de proteinas epiteliales a la vez que regula positivamente proteinas
mesenquimales como vimentina y N-cadherina?’*?3, Cabe destacar que, si bien ZEB1 y ZEB2
presentan gran homologia estructural, sus actividades son distintas y a veces opuestas. Por ejem-
plo, en la sefializacion inducida por BMP (proteina morfogenética del hueso, de la familia TGF-
B), ZEB1 sinergiza la activacion transcripcional medida por SMAD, mientras que ZEB2 actua

como represor, reclutando a CtBP%,
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Ademas, ZEBL1 pareciera ser clave en algunos procesos celulares que se ven favorecidos por la
TEM. Por ejemplo, en un modelo murino de cancer de pancreas se observo que la presencia de
ZEB1 es necesaria para la invasion local y la generacidn de metastasis, mientras que la deplecién
de Snail y Twist1 en el mismo modelo no afecta estos procesos'?’. Este papel central de ZEB1
en la TEM y sus procesos asociados, podria explicar que en nuestro modelo observaramos que
SPARC no disminuye E-cadherina ni afecta la migracion en lineas celulares con silenciamiento
de ZEBL, lo que si ocurre en células LNCaP, las cuales no expresan altas cantidades de ZEB1

de manera basal, pero si frente a estimulos inductores de TEM.

Por otro lado, hay creciente evidencia de que ZEB1 no sélo juega un papel importante en el
proceso de TEM, sino que, ademas, puede controlar funciones celulares criticas incluyendo di-
ferenciacion, proliferacion, respuesta al dafio y sobrevida celular, contribuyendo en otros pro-
cesos importantes para el desarrollo tumoral, desde la tumorigénesis hasta la progresion tumo-
ral*?. Por ejemplo, se ha visto que ZEB1 podria ser clave en la tumorigénesis temprana del
cancer de pancreast?”'?, como también en tumores no epiteliales como melanoma®*°. Si bien
no hay suficiente evidencia para ligar a SPARC con la transformacion tumoral*®!, si podria estar

implicado, junto con ZEB1, en etapas posteriores.

La observacion de que las CSC pueden generarse de novo a partir de su contraparte no-CSC,
mediante el proceso de TEM, ha llevado también a investigar si es que ZEB1 podria estar par-
ticipando en esta conversion dinamica entre no-CSC y CSC. Efectivamente, en algunos modelos
se ha descrito que ZEB1 esta involucrado en la aparicion del fenotipo CSC**21** mediante la
regulacion de miRNAs que controlan la expresion de factores transcripcionales como SOX2 y

KLF4'3*, En nuestro laboratorio, resultados no publicados muestran que el silenciamiento de
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ZEB1 en células de CaP lleva a la reversion del fenotipo CSC, disminuyendo la expresion de
marcadores conmo CD44 y CD133 y de el factor transcripcional SOX2, lo que funcionalmente

se refleja en una menor capacidad clonogénica y de formacion de prostatoesferas.

Por ultimo, ZEB1 ademas se ha relacionado con mayor resistencia a la terapia en diversos mo-
delos. En CaP, se ha visto que ZEB1 esta involucrado en la resistencia a docetaxel*>*, mientras
que en cancer de mama se ha relacionado con mayor resistencia a la radioterapia’®®. Conside-
rando éstos y otros estudios han demostrado que ZEB1 contribuye a la agresividad a travées de
mecanismos dependientes e independientes de TEM?3032:33.124135136 'sarig interesante determinar
si SPARC, a través de la sefializacion de ZEB1 regula otros aspectos importantes para la pro-
gresion tumoral, como por ejemplo la generacion de poblaciones con fenotipo CSC o la resis-

tencia a terapia.
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8. Proyecciones e implicancias clinicas de estos hallazgos

Nuestros datos muestran que SPARC es altamente expresado en muestras de CaP de
Gleason intermedio y alto e induce TEM en células CaP. Uno de los aspectos que se podrian
estudiar a futuro es como la expresion de SPARC en el tumor primario se correlaciona con otros
parametros clinicos relevantes, como el PSA en plasma, clasificacion TNM de los pacientes o

tiempo de recidiva posterior a tratamientos.

Ademas, observamos que SPARC induce la migracién e invasion de células CaP in
vitro, por este motivo es esperable que los pacientes que presenten mayor expresion de esta
proteina en el tumor primario presenten un mayor riesgo de desarrollar metastasis a corto plazo.
Si estos datos pudiesen ser validados con cohortes de mayor tamario, la deteccién inmunohisto-
qguimica de SPARC en muestras de biopsias transrectales podria contribuir, en conjunto con
otros pardmetros clinicos, a tomar decisiones terapéuticas en agquellos pacientes con prondsticos

MEeNOos certeros.

Nuestro estudio indica que SPARC regula positivamente a integrina owf33 y ZEB1 y que
requiere de la expresion y actividad de ambas proteinas para inducir TEM y aumentar la migra-
cion de células de CaP. Estos resultados sugieren que SPARC, a través de integrina o3y ZEB1
regula eventos claves durante la progresién del tumor, como es la invasion local y el escape de
células cancerosas a la circulacién Ademas, dado los diversos mecanismos por los cuales ZEB1
contribuya a la agresividad tumoral, es necesario seguir investigando la implicancia de la expre-

sion anomala de SPARC durante las distintas etapas de la progresion del CaP.
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9. Modelo propuesto del efecto de SPARC en células de CaP

a @ Sch €. Fenotipo |
I\ 0‘ %) S <@ :/.: O' N mesenquima

< o,@@ q p o o T Migracién
@@ o \ & T Invasion

\\

N-Cadherina
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CK 18

Figura 37. Efecto de SPARC en células de CaP. a. SPARC induce transicion epitelio-mesénquima en células de
CaP induciendo cambios morfologicos y funcionales asociados al fenotipo mesenquimal: forma ahusada y mayores
capacidades migratorias e invasivas. b. A nivel celular, los cambios observados en estas células podrian deberse a
la interaccion directa o indirecta (a través de la MEC) con algunas integrinas, entre ellas integrina a,bs. A través de
integrina a,bs, SPARC podria estar activando FAK y promoviendo el recambio de las adhesiones focales (AF), lo
que aumenta la capacidad migratoria. Por otro lado, SPARC podria estar promoviendo la expresién de factores
transcripcionales ZEB1, Snail y Slug vy a través de éstos inhibir la expresion de marcadores epiteliales como E-
cadherina y citoqueratina 18 (CK 18), y promover la expresion de marcadores mesenquimales como N-cadherina
y vimentina.
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CONCLUSIONES

e SPARC se expresa en células tumorales de CaP primario, mayormente en tumores de

Gleason intermedio y alto.

e SPARC induce TEM en células de CaP, aumentando sus capacidades migratorias e in-

vasivas

e SPARC regula positivamente a integrina o33 y ZEB1 y requiere de la expresion y acti-

vidad de ambas proteinas para inducir TEM y aumentar la migracion de células de CaP.
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