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Resumen 

Introducción 

El cáncer de próstata (CaP) es el segundo cáncer más frecuente a nivel mundial y 

representa la quinta causa de muerte por cáncer en hombres. Los pacientes que son 

diagnosticados con un CaP avanzado son tratados con terapia de deprivación andro-

génica (ADT), los cuales, luego de 18 a 24 meses, se hacen resistentes al tratamiento, 

alcanzando un estadio denominado cáncer de próstata resistente a la castración 

(CRPC). El fenómeno de resistencia puede ser generado por diversos mecanismos, 

entre los cuales se encuentran los dependientes e independientes del receptor de an-

drógeno (AR). Entre los independientes, se encuentra el desarrollo del fenotipo neuro-

endocrino (NEPC), entidad originada posiblemente por un proceso de transdiferencia-

ción que ocurre en las células que componen el CRPC, y que está relacionada con el 

proceso de transición epitelio mesénquima (TEM). REST es un factor represor de las 

características celulares neurales, y se encuentra disminuido en NEPC. Reciente-

mente se ha establecido una correlación negativa de REST con factores de la TEM. 

En base a los antecedentes descritos, proponemos que REST puede reprimir el pro-

ceso de TEM, disminuir el fenotipo maligno de este cáncer y aumentar su sensibilidad 

a enzalutamida.  

 

Materiales y métodos 

Evaluamos la expresión de REST en muestras de tumores y líneas celulares de CaP. 

Para evaluar los efectos que produce REST en las células de CaP desarrollamos un 

modelo in vitro de silenciamiento y sobreexpresión de REST en líneas LNCaP y 22rv1, 

respectivamente. En estas líneas determinamos la expresión de los factores de 
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transcripción de la TEM, como Snail, Slug, Twist y ZEB1, y marcadores de epitelio y 

mesénquima, como E-cadherina y vimentina, respectivamente. Adicionalmente, deter-

minamos la expresión de AR, ARv7 y KLK3. Para evaluar los efectos de REST en el 

fenotipo maligno, analizamos las capacidades funcionales de las células con ensayos 

de migración, invasión y proliferación. La respuesta a tratamiento fue analizada me-

diante ensayos de viabilidad de células expuestas a enzalutamida.  

 

Resultados 

REST mostró una localización preferentemente nuclear, aunque también estuvo pre-

sente en el citoplasma de muestras de pacientes y en cultivos primarios 3D. En nues-

tros modelos celulares con silenciamiento de REST, se observó un aumento de Twist, 

vimentina y sinaptofisina, y una disminución en AR y KLK3. Por otro lado, la sobreex-

presión de REST disminuye Twist, ZEB1 nuclear y vimentina. Funcionalmente, la so-

breexpresión de REST en células 22rv1 disminuye la proliferación, migración, invasión 

y viabilidad a enzalutamida. Sorpresivamente, Snail disminuyó su expresión en líneas 

con silenciamiento de REST y la aumenta en células con sobreexpresión.  

 

Conclusión 

Nuestros resultados indican que REST disminuye características de agresividad tumo-

ral, y esto se relaciona con la disminución parcial de factores de la TEM.  
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Summary 

Introduction 

Prostate cancer (PCa) is the second most common cancer worldwide and represents 

the fifth leading cause of cancer death in men. Patients who are diagnosed with ad-

vanced PCa are treated with androgen deprivation therapy (ADT), which, after 18 to 24 

months, become resistant to treatment, reaching a stage called castration-resistant 

prostate cancer (CRPC). The phenomenon of resistance can be generated by various 

mechanisms, among which are those dependent and independent of the androgen re-

ceptor (AR). Among the independent ones, there is the development of the neuroen-

docrine phenotype (NEPC), an entity possibly originated by a transdifferentiation pro-

cess that occurs in the cells of the CRPC, and which is related to the epithelial-mesen-

chymal transition process (TEM). REST is a repressor factor of neural cell characteris-

tics, and it is decreased in NEPC. A negative correlation of REST with TEM factors has 

recently been established. Based on the described background, we propose that REST 

may repress the TEM process, decrease the malignant phenotype of this cancer, and 

increase its sensitivity to enzalutamide. 

 

Materials and methods 

We evaluated REST expression in PCa cell lines and tumor samples. To evaluate the 

effects that REST produces in CaP cells, we developed an in vitro model of REST 

silencing and overexpression in LNCaP and 22rv1 lines, respectively. In these lines we 

determined the expression of TEM transcription factors, such as Snail, Slug, Twist and 

ZEB1, and epithelial and mesenchymal markers, such as E-cadherin and vimentin. Ad-

ditionally, we determined the expression of AR, ARv7 and KLK3. To assess the effects 
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of REST on the malignant phenotype, we analyzed the functional capabilities of the 

cells with migration, invasion, and proliferation assays. The response to treatment was 

analyzed by viability assays of cells exposed to enzalutamide. 

 

Results 

REST showed a preferentially nuclear localization, although it was also present in the 

cytoplasm of patient samples and in 3D primary cultures. In our cell models with REST 

knockdown, we observed an increase in Twist, vimentin, and synaptophysin, and a 

decrease in AR and KLK3. On the other hand, overexpression decreases Twist, nuclear 

ZEB1 and vimentin. Functionally, REST overexpression in 22rv1 cells decreases pro-

liferation, migration, invasion, and viability to enzalutamide. Surprisingly, Snail de-

creased its expression in lines with REST silencing and increased it in cells with over-

expression. 

 

Conclusion 

Our results indicate that REST decreases characteristics of tumor aggressiveness, and 

this is related to the partial decrease of TEM factors. 
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1. Introducción 

1.1. Cáncer de próstata.  

El cáncer de próstata (CaP) es el segundo cáncer más común en el mundo y 

representa la quinta causa de muerte en hombres.  Según datos de GLOBOCAN, 1.4 

millones de personas fueron diagnosticados con CaP en el año 2020, y se produjeron 

375.000 muertes a causa de él. Se describe que las áreas geográficas más afectadas 

son países de América Central y del Sur, Europa del Norte y Oeste, Australia/Nueva 

Zelanda y países de África Subsahariana1.  

La región más afectada de nuestro país en el año 2012 fue Aisén, seguido de 

Atacama y O’Higgins en el segundo y tercer lugar, respectivamente2. Según datos de 

Cancer Today de la International Agency for Research of Cancer (IARC), el CaP se 

llevó el primer lugar en incidencia y mortalidad en hombres en nuestro país en el año 

20203.  

Dentro de los principales factores de riesgo asociados a la aparición de la en-

fermedad se encuentran la edad avanzada, ser individuo de raza negra, historia fami-

liar de esta enfermedad y factores genéticos. Otros aspectos implicados son la dieta, 

obesidad, inflamación, hiperglicemia, entre otros4-6. 

A pesar de las estrategias de screening para la detección temprana de este 

cáncer, como lo es la medición de los niveles de PSA en sangre y el tacto rectal6,7, un 

20% de los pacientes se presentan con una enfermedad avanzada o metastásica al 

momento del diagnóstico, en los cuales el tratamiento de primera línea es la depriva-

ción androgénica (ADT, por sus siglas en inglés). Estos pacientes progresarán a una 

fase de peor pronóstico, denominado cáncer de próstata resistente a la castración 
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(CRPC, por sus siglas en inglés)7,8 en un periodo que va de 18-24 meses después del 

inicio del tratamiento con ADT. 

 

1.2. Cáncer de próstata resistente a la castración (CRPC) y fenotipo neuroendo-

crino (NEPC).  

 El CRPC se define como la progresión de la enfermedad a pesar de la castra-

ción médica o quirúrgica. En estas condiciones, el eje androgénico continúa teniendo 

una gran importancia en la función y el crecimiento de este cáncer. Para diagnosticar 

la resistencia a la castración se deben cumplir dos criterios: 1) el nivel de testosterona 

sérico de un paciente castrado debe ser menor a 1.7 nmoles por litro, y 2) demostrar 

progresión bioquímica. Este último punto es entendido como el aumento al doble de 

los niveles de PSA (antígeno prostático específico) en el transcurso de una semana o 

más de tres mediciones con el valor más bajo con un incremento mayor al 50% y mayor 

a 2g/l9.  

El entendimiento del desarrollo de un cáncer sensible a andrógenos a uno re-

sistente a la castración es clave para la generación de terapias para combatir esta 

enfermedad. Entre los mecanismos descritos que originan el CRPC se destaca la am-

plificación del receptor de andrógeno (AR), generación de variantes de splicing, su 

promiscuidad a señales no androgénicas, esteroideogénesis alterada, entre otros8-10.  

Un mecanismo interesante de independencia androgénica es la generación del 

cáncer de próstata neuroendocrino (NEPC, por sus siglas en inglés), el cual se carac-

teriza por la presentación de marcadores canónicos, como lo son cromogranina A 

(CgA) y sinaptofisina (SYP). El NEPC ha sido propuesto como el resultado del proceso 
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de transdiferenciación que sucede en las células tumorales que conforman el 

CRPC11,12. 

Si bien algunos NEPC se originan desde las células neuroendocrinas que nor-

malmente residen en el epitelio prostático, este acontecimiento es extremadamente 

raro, a diferencia de lo que se ha observado en CRPC, en donde la presencia del 

NEPC es altamente prevalente (40-100%)13-15. Además, se observa que este fenotipo 

se hace más recurrente en pacientes tratados con inhibidores de la vía del AR de pri-

mera y segunda línea, de modo que cuando los pacientes son tratados con ADT, se 

aplica una cierta presión negativa para que se perpetúe el cáncer con las células que 

pueden sobrevivir a esta terapia, las cuales corresponden a células AR negativo y 

marcadores neuroendocrinos positivos 16-17.  

 

1.3. Deprivación androgénica y variantes del receptor de andrógenos (AR). 

El AR es un factor de transcripción dependiente de ligando que controla la ex-

presión de genes específicos. La unión del AR a su ligando (como testosterona y dihi-

drotestosterona) inicia el desarrollo sexual y diferenciación18. 

El gen AR se localiza en el cromosoma X en el locus Xq11-Xq12 y codifica para 

una proteína de 110 kDa, compuesta por 919 aminoácidos. La proteína presenta 3 

dominios principales: un dominio N terminal (NTD), un dominio de unión al DNA (DBD) 

y un dominio C terminal de unión a ligando, el cual está conectado a DBD por una 

región denominada bisagra18. Para efectos de esta investigación, el AR que presenta 

todos sus dominios se denominará AR longitud completa (AR-FL, del inglés full length).  

A diferencia del AR-FL, las variantes de splicing del AR carecen del dominio de 

unión a ligando, por lo que cuando se expresan, funcionan de manera constitutiva19. 
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Entre las variantes de splicing más frecuentes encontradas en muestras de CRPC son: 

AR-V7, AR-V567es, AR-V3 y AR-V918. En modelos pre clínicos, la expresión de AR-

V567es y AR-V7 aumentan después de la castración y confieren resistencia primaria 

y adquirida a acetato de abiraterona (AA) y enzalutamida (ENZ)20. 

Antonarakis y colaboradores, identificaron que pacientes AR-V7 positivos mos-

traron resistencia a tratamientos con ENZ y AA, pero mantienen una sensibilidad a 

tratamiento con taxanos (como docetaxel y cabazitaxel), no así los pacientes en donde 

no se detecta la variante 721. Estos autores incluso proponen a AR-V7 como un bio-

marcador de tratamiento en pacientes CRPC22. 

Por otro lado, en experimentos desarrollados a partir de muestras de CRPC 

metastásico se observaron altos niveles de AR-V3, AR-V7 y AR-V9 comparado con 

muestras de pacientes con CaP sin ADT23. Ninguna de las variantes estudiadas se 

correlacionó con la expresión de genes regulados por andrógenos ni por AR, como lo 

es KLK3 (gen que codifica para PSA).  

En el año 2018 Park y cols., observaron que la variante AR-V7 fue la más fre-

cuente en cohorte coreana de pacientes con CRPC24; y Hörnberg y cols., también ob-

servaron un aumento de AR-V567es y AR-V7 en pacientes con CRPC metastásicos a 

nivel de mRNA y proteína25.  

Los estudios sobre las variantes de splicing de AR en CaP solo se ha enmar-

cado en muestras de pacientes con PCa y CRPC, pero no en NEPC, el cual ha sido 

caracterizado por ausencia de AR, presencia de marcadores como CgA y SYP, y dis-

minución del factor maestro REST.  
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1.4. REST y su papel en cáncer.  

El factor de transcripción de silenciamiento RE-1 (REST) es un factor que se 

encuentra en la posición 4q12 del genoma y que tiene como función reprimir el fenotipo 

neural en tejidos no neurales26. REST es una proteína del tipo zinc finger que posee 

dos dominios represores, uno de 83 aminoácidos cercano al N-terminal y otro de 56 

aminoácidos cercano al C-terminal. Uno de sus dominios corresponde al de interacción 

con DNA que comprende la unión de REST a una secuencia específica de 21 pares 

de bases denominada RE1. A la fecha se han descrito dos tipos de RE1: la canónica 

y la no-canónica. La primera se destaca por estar dividida en dos partes, separadas 

por pocas pares de bases que sirven como espaciadoras, mientras que la segunda se 

caracteriza por poseer variaciones en la longitud de esta secuencia nucleotídica espa-

ciadora27. Se ha identificado que la función represora de REST es efectiva indepen-

dientemente si su unión al genoma es lejana al sitio de inicio de la transcripción o se 

encuentra en una orientación diferente al del promotor del gen a reprimir26.  

El mecanismo de silenciamiento génico que utiliza REST consiste en el recluta-

miento de histonas desacetilasas, metiltransferasas e demetilasas a sus genes blan-

cos mediante sus dos dominios de represión (Figura 1). La composición de proteínas 

reclutadas a los sitios de silenciamiento varía según tipo celular y estado de diferen-

ciación27,28.  
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Figura 1. Mecanismo de represión de REST en respuesta a la unión a sitios RE-1 en el 
genoma. REST posee dos dominios de represión, uno en hacia el N-terminal y otroa hacia el 
C-terminal. Una vez que REST se une a las secuencias RE-1, al sitio N-terminal se recluta a 
la proteína mSin3, la que a su vez recluta a las histonas desacetilasas 1 y 2 (HDAC1 y HDAC2). 
Estas últimas son capaces de eliminar grupos acetilos de las histonas, estimulando la com-
pactación de la cromatina e impidiendo así la unión de otros factores de transcripción (FT). Por 
otro lado, al dominio C-terminal puede unirse el factor CoREST, el que a su vez recluta histo-
nas desacetilasas, histonas metiltransferasas (G9a, PRC2) e histonas demetilasas (LSD1, 
SMCX), entre otras proteínas. Imagen extraída de Zheng et al., 200929. 
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La expresión de este factor represor puede ser regulado a nivel de transcrito y 

a nivel proteico. A nivel de transcrito puede ser sometido a splicing alternativo a través 

de la acción de SRRM4, que alarga la secuencia en 62 pb de mRNA y codifica para 

una proteína denominada REST4, inactivo. SRRM4 también puede ser regulado por 

REST30,31. SRRM4 posee una alta expresión en metástasis de CaP, en conjunto con 

un aumento de REST4, por lo que se relaciona con el aumento de marcadores neuro-

endocrino y el desarrollo de este fenotipo31-33. A nivel proteico es regulado por ubiqui-

tinización por -TRCP y desubiquitinación, por HAUSP34-35. -TRCP ejerce su acción 

de ubiquitización en señal a una fosforilación previa, aumentando la vida media de la 

proteína. En contraparte a la acción de -TRCP, HAUSP disminuye las ubiquitización 

de la proteína REST, aumentando su estabilidad35. Adicionalmente, se han descrito 

algunos inhibidores farmacológicos de REST, entre los cuales se encuentra X5050, el 

cual provoca una disminución proteica de REST con el consecutivo aumento de mar-

cadores neuroendocrinos36. 

REST ha sido implicado en una serie de patologías, como trastornos psiquiátri-

cos, de neurodesarrollo y en cáncer37. En este último contexto, REST tiene un rol de 

oncogén en tejidos neurales, y uno de supresor de tumores en tejidos no neurales38. 

En líneas comerciales y muestras humanas de meduloblastoma se ha observado un 

alto nivel de expresión de REST, disminuyendo incluso la sobrevida total y la sobrevida 

libre de enfermedad39,40. Un fenómeno similar ocurre en glioblastoma multiforme, en-

contrándose niveles de expresión elevados de REST en células y muestras huma-

nas41. Por otro lado, en cánceres de origen epitelial, tales como mama, colon, pulmón 
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y próstata, se ha evidenciado una disminución de REST, relacionándose con un feno-

tipo tumoral agresivo, aumento del tamaño tumoral, y metástasis42-46. 

En el caso del CaP, en el año 2012, se identificó a REST dentro de los genes 

que presentaban una baja expresión en muestras que tenían una morfología neuroen-

docrina. Estos hallazgos se hicieron a través de la caracterización genómica de un 

paciente diagnosticado con NEPC y confirmados en células LNCaP, las que fueron 

transfecatadas con un siRNA contra REST, lo que provocó un concomitante aumento 

de marcadores neuroendocrinos, como SYP46.  

Tal como se dijo anteriormente, REST ha sido relacionado con diversos proce-

sos celulares implicados en la progresión del cáncer, y en el caso del CaP, se ha aso-

ciado directamente con el proceso de transición epitelio mesénquima (TEM) y el feno-

tipo cancer stem cell (CSC, por sus siglas en inglés). 

 

1.5. REST, cáncer de próstata y el proceso de transición epitelio mesénquima.  

El proceso de TEM juega un rol fundamental el desarrollo normal de la glándula 

prostática en el periodo embrionario y la regeneración tisular durante el cierre de heri-

das, pero también es relevante en los procesos de progresión tumoral y desarrollo de 

fenotipos resistentes a terapias47,48. Los factores que orquestan este proceso tienen 

como función reprimir moléculas participantes en la interacción célula-célula, como E-

cadherina, y estimulan la expresión del fenotipo mesenquimal, como lo son vimentina 

y N-cadherina. Dentro de los factores más relevantes de la TEM, se encuentran ZEB1, 

factor relacionado a procesos de resistencia a andrógenos y quimioterapéuticos en 

modelos celulares de CaP; Snail, Slug y Twist, como factores de reprimen la transcrip-

ción de E-cadherina causando una elevación de proteínas mesenquimales49,50. 
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En el año 2016, Paranjape y colaboradores identificaron a FOXC2 como un fac-

tor clave en la inducción de fenotipo agresivo en cáncer de mama, por lo que determi-

naron el efecto de este factor los procesos de TEM y CSC, esta vez, en CaP. El incre-

mento de este factor produjo un aumento en la expresión de genes inductores de la 

TEM y marcadores mesenquimáticos; y estos cambios estuvieron acompañados con 

el incremento de marcadores neuroendocrinos como CgA y SYP51, sin embargo, no 

hubo evaluaciones de REST y sus factores reguladores en este estudio.  

Por otro lado, el aumento de Snail en células LNCaP y el aumento de Slug en 

células PC3 estimulan la aparición del fenotipo neuroendocrino, comprobado por el 

aumento de los niveles proteicos de cromogranina A y sinaptofisina52,53. En ambos 

estudios no hubo una evaluación de REST.  

En el año 2017, se propuso a REST como un factor participante en los procesos 

de TEM y del fenotipo CSC, lo que permitió establecer un primer acercamiento de 

REST al fenómero de transdiferenciación neuroendocrina a través de ambos fenóme-

nos54.   

 Hasta el momento ninguna investigación ha evaluado los efectos que tiene el 

silenciamiento y/o sobrexpresión de REST en el perfil de expresión de los cuatro genes 

canónicos reguladores de la TEM, ni de marcadores de epitelio y mesénquima.  

 

1.6. Tratamientos disponibles para cáncer de próstata. 

El CaP depende del AR para su progresión, por lo que la terapia estándar para 

esta enfermedad es la ADT, la cual consiste en la castración quirúrgica, administración 

de agonistas del factor liberador de la hormona luteinizante (LHRH), con o sin trata-

miento anti-androgénico y/o antagonistas de LHRH. El objetivo de esta terapia, por 
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tanto, es disminuir los niveles de andrógenos sanguíneos. Junto con esta terapia, en 

las últimas décadas se han aceptado algunas otras, como lo son la quimioterapia, re-

presentados por docetaxel y cabazitaxel; tratamientos hormonales, como acetato de 

abiraterona y enzalutamida; inmunoterapia, como sipuleucel-T; y radioterapia, como 

radio-223. Se ha descrito que la ADT y tratamientos con enzalutamida favorecen la 

aparición del fenotipo neuroendocrino, reprimiendo la vía de dependencia androgénica 

para la progresión del CRPC, por lo tanto, favorece el fenómeno de plasticidad y trans-

diferenciación de las células neoplásicas55-57. 

Bajo los antecedentes previamente expuestos, se propone evaluar el rol de 

REST en líneas celulares de CaP, de modo de estudiar los efectos que tiene su silen-

ciamiento y sobreexpresión en la activación del proceso de TEM y el fenotipo maligno, 

a través de la evaluación de la proliferación, migración e invasión.  
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2. Hipótesis 

La expresión de REST reprime el proceso de transición epitelio mesénquima y el fe-

notipo maligno en células de cáncer de próstata en deprivación androgénica y trata-

miento con enzalutamida. 

 

3. Objetivos 

Objetivo General 

Evaluar el efecto represor de REST sobre la transición epitelio mesénquima y el feno-

tipo maligno en células de cáncer de próstata, y sensibilidad y resistencia a enzaluta-

mida en condiciones de deprivación androgénica. 

 

Objetivos Específicos 

1) Evaluar los niveles de expresión y localización subcelular de REST en biopsias de 

pacientes con CaP y líneas celulares comerciales. 

2) Evaluar los niveles de expresión y localización de marcadores de TEM y androgé-

nicos en líneas celulares con silenciamiento y sobreexpresión de REST con y sin de-

privación androgénica. 

3) Evaluar las características migración e invasión de células con silenciamiento y so-

breexpresión de REST, tumorigenicidad in vitro con ensayos de clonogenicidad.  

4) Evaluar la sensibilidad y resistencia a la deprivación androgénica y a la respuesta a 

tratamiento con enzalutamida en líneas celulares con sobreexpresión y silenciamiento 

de REST. 
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4. Materiales y métodos 

4.1. Microarreglos de tejido (Tissue Micro Array, TMA) 

Se obtuvieron muestras de tejido de cáncer de próstata desde el Hospital Clínico de la 

Universidad de Chile. Estas muestras fueron fijadas en formalina al 10% v/v tampo-

nada e incluidas en parafina, para luego ser evaluadas por un patólogo, quien las cla-

sificó según su grado Gleason. De acuerdo con ello, las muestras que presentaron un 

puntaje Gleason (PG) de 6 fueron clasificadas como PG bajo, mientras que las que 

presentaron una puntuación de 7 se clasificaron como PG intermedio, y las con pun-

tuación de 8 a 10 como PG alto. A partir de los bloques de inclusión, y con ayuda de 

la tinción con hematoxilina y eosina correspondiente, se procedió a extraer un sacabo-

cados de 1 mm de diámetro de cada muestra para construir el TMA. Dicho TMA con-

tuvo 51 muestras de pacientes totales.  

 

4.2. Inmunohistoquímica cromogénica (IHQ) 

Los cortes obtenidos desde el TMA fueron adheridos en portaobjetos silanizados y 

mantenidos a 4º C hasta el momento de realizar la identificación de REST. Las mues-

tras fueron desparafinadas en xileno e hidratadas en etanol en una batería de gradua-

ción descendente hasta agua destilada. Se realizó una recuperación antigénica en buf-

fer Tris-EDTA pH 8.0 en vaporera a 92º C por 20 minutos. Luego los cortes fueron 

lavados brevemente en agua destilada e incubados con solución de bloqueo (BSA) al 

por 30 minutos a temperatura ambiente. Se realizó la incubación con anticuerpo anti-

REST humano (dilución 1:100), preparado en solución de bloqueo toda la noche a 4º 

C. Posteriormente se realizaron lavados con PBS 1X y se incubó con anticuerpo se-

cundario universal, seguido por la incubación con el complejo ABC (R.T.U. Vectastain 
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Universal ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, California, USA). El revelado de 

la señal específica fue realizado con 3,3’-diaminobenzidina (DAB; DAKO North Ame-

rica Inc, Carpinteria, California, USA) y el contraste nuclear fue hecho con hematoxilina 

de Mayer (ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA). En una primera instancia, una vez 

teñidos los cortes con DAB, las placas fueron deshidratadas con etanol, aclaradas con 

xileno y montadas con Entellán. Se obtuvieron las imágenes digitales con un micros-

copio Leica DM2500 (Leica, Wetzlar, Alemania). Luego de capturar las imágenes con 

DAB, se pusieron las placas en xileno para desmontar el cubreobjeto de la lámina, 

hidratarlas en una batería descendente de etanoles hasta el agua destilada y poste-

riormente constrastarlas con hematoxilina de Mayer. Posterior a la tinción, se deshi-

drataron, aclararon y montaron nuevamente. Se capturaron nuevas imágenes de las 

mismas regiones obtenidas únicamente con DAB. Las imágenes fueron procesadas 

con ayuda del software ImageJ 1.51w (NIH, Bethesda, MD, EEUU), utilizando el com-

plemento IHC toolbox.  

 

4.3. Cultivos celulares 2D 

Las líneas de cáncer de próstata fueron obtenidas desde AddexBio Technologies (San 

Diego, California, USA). Las células LNCaP clon FGC y 22rv1 se cultivaron en medio 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (GIBCO, Life Technologies, Carlsbad, 

California, USA), más 2.5 gr/L de D-glucosa y 0.11 gr/L de piruvato de sodio, según 

recomendación del fabricante. Las células DU145 y PC3 se mantuvieron en medio 

Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) F12 (GIBCO, Life Technologies, Carlsbad, 

California, USA). Ambos medios fueron suplementados con suero fetal bovino al 10% 

v/v (SFB; Mediatech, Manassas, VA, USA), y antibióticos estreptomicina-penicilina 
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(Corning Inc., Corning, NY, USA). Los cultivos fueron mantenidos a 37º C, en un am-

biente húmedo con 5% de CO2.  

Para el crecimiento de células en condiciones libres de andrógeno, se realizó una su-

plementación de medio base RPMI 1640 sin rojo fenol (GIBCO, Life Technologies, 

Carlsbad, California, USA) con 2.5 gr/L de D-glucosa, 0.11 gr/L de piruvato de sodio y 

10% v/v de suero fetal bovino tratado con carbón activado.  

Una vez que los cultivos alcanzaron un 70% de confluencia con medio RPMI con rojo 

fenol, se lavaron dos veces con PBS 1X y se agregó el medio RPMI sin rojo fenol con 

suero deprivado. Se mantienen de esta forma el tiempo necesario para realizar los 

distintos experimentos comprometidos en esta tesis.   

 

4.4. Cultivos celulares 3D 

Debido a que se han mostrado claras ventajas de los cultivos celulares 3D por sobre 

cultivos en 2D a nivel estructural y funcional58 se realizó la identificación de REST en 

cultivos primarios de CaP crecidos en condiciones apropiadas para generar cultivos 

3D. Los cultivos primarios fueron cultivados sobre extractos de lámina basal extraídos 

desde sarcoma de ratón Engelbreth-Holm-Swarm, también conocido como Matrigel, 

libre de rojo fenol (BD Discovery Labware, Inc, Bedford, Massachusetts, USA). En por-

taobjetos estériles de 8 pocillos (Lab-Tek) se distribuyeron 7 L de Matrigel al 10 

mg/mL preparado en DMEM-F12 y se dejó gelificar por 45 minutos a 37º C. Luego, a 

cada pocillo se le agregó medio de cultivo DMEM-F12, estreptomicina-penicilina, 10% 

de SFB, 7000 células y 0.3 mg/mL de Matrigel. Los cultivos fueron dejados en la incu-

badora por 6 días, hasta que alcanzaran una forma esférica con un espacio central.  
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4.5. Inmunofluorescencia 

- Cultivos 2D 

Las células fueron sembradas en cubreobjetos de 12 mm a una confluencia del 50% 

en placas de 24 pocillos. Después de 72 horas, las células fueron fijadas en parafor-

maldehído al 4% p/v en tampón fosfato de sodio pH 7.1 por 30 minutos. Una vez rea-

lizada la fijación, los cubreobjetos fueron lavados con PBS 1X y se permeabilizaron 

con Triton X-100 al 0.1% v/v (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) durante 10 mi-

nutos. Luego se lavaron y se realizó el bloqueo de sitios inespecíficos con BSA al 3% 

p/v en PBS-glicina durante 30 minutos. Posteriormente, las células fueron incubadas 

durante toda la noche a 4º C con anticuerpo anti-REST (Abcam [ab21635], Cambridge, 

United Kingdom). Luego de lavar con PBS, se realizó la incubación con anticuerpos 

secundarios acoplados a fluoróforos durante 1 hora a 37º C. La tinción nuclear fue 

realizada con 4’, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; dilución 1:10000, sc 3598, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, California, USA). Las imágenes digitales fueron obtenidas 

con un microscopio Leica DM2500 (Leica, Wetzlar, Alemania), y procesadas con el 

software ImageJ 1.51w (NIH, Bethesda, MD, USA).  

 

- Cultivos 3D 

Los cultivos 3D sembrados en portaobjetos estériles fueron fijados con paraformal-

dehído al 4% p/v por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se lavaron y se realizó 

la permeabilización con Triton X-100 al 1% v/v durante 10 minutos y posteriormente se 

lavaron con glicina 100 mM. El bloqueo de las interacciones inespecíficas fue hecho 

con BSA al 30% p/v en PBS-glicina y la incubación con los anticuerpos primarios se 

realizó durante toda la noche a 4º C. Después de lavar con PBS 1X, se hizo la 
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incubación con anticuerpos secundarios Alexa Fluor 546 (tabla 2), durante 1 hora a 

temperatura ambiente. La contratinción nuclear se realizó con DAPI. Las preparacio-

nes fueron fotografiadas con un microscopio confocal C2+, Nikon Instruments y las 

imágenes fueron procesadas con el software ImageJ 1.51w (NIH, Bethesda, MD, 

USA).  

 

4.6. Transducción lentiviral 

Las células LNCaP fueron utilizadas para generar el silenciamiento de REST. Este 

procedimiento fue realizado con vectores lentivirales que contienen un RNA de horqui-

lla corta (shRNA) contra REST (pLenti-U6-shRNA[hREST]-Rsv[GFP-Puro]), o un 

shRNA scramble como control (pLenti-U6-shRNA[control negativo]-Rsv[GFP-Puro]). 

Para la sobreexpresión de REST, las células fueron transducidas con un lentivirus que 

contuvo una secuencia REST acoplada a una etiqueta de hamaglutinina (HA) en su 

extremo C-terminal (pLenti-U6-suCMV[hREST-HA]-Rsv[RFP-Puro]) o el vector vacío 

como control (pLenti-suCMV[control nulo]-Rsv[RFP-Puro]) (Figura 2). Los lentivirales 

fueron obtenidos desde GenTarget Inc. (San Diego, California, USA), y las células fue-

ron infectadas siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se esperó a que las cé-

lulas alcanzaran un 80% de confluencia y se le agregó 50 L de partículas lentivirales 

del vector de silenciamiento en una placa de 24 pocillos, con 5 g/ml de polibreno 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Después de 72 horas, se les retiró el medio de 

cultivo con los lentivirales, se lavaron con PBS 1X y fueron incubadas con puromicina 

(InvivoGen, San Diego, California, USA) en una concentración de 2 g/mL en medio 

de cultivo. La selección con puromicina fue realizada durante 24 horas. En el caso de 
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la sobreexpresión, se realizó una incubación con los lentivirales con un factor de mul-

tiplicidad viral de 3 (moi 3), por 72 horas. Transcurrido el tiempo, se lavó con PBS 1X 

y las células transfectadas fueron incubadas con puromicina en una concentración de 

2.5 g/mL por 24 horas. Todas las condiciones fueron posteriormente sometidas a una 

selección por ensayo de cell sorting activado por fluorescencia (FACs).  

 

 

 

Figura 2. Esquema representativo de los lentivirales de silenciamiento y sobreexpresión 
de REST. En A. se observa el vector de silenciamiento pLenti-U6-shRNA[hREST]-Rsv[GFP-
Puro]. B. Esquema de vector de sobreexpresión pLenti-suCMV[control nulo]-Rsv[RFP-Puro]. 
Figura extraída desde cotización Nº 1475 realizada por la empresa GeneTarget Inc., San 
Diego, California, USA. Con fecha 10 de enero de 2022. 

 

 

 

4.7. Ensayo de cell sorting activado por fluorescencia (FACs) 

Con el fin de seleccionar las células que expresaron la proteína fluorescencia verde 

(GFP, green fluorescent protein) o la proteína fluorescente roja (RFP, red fluorescent 

protein), las células LNCaP y 22rv1 transfectadas fueron sometidas a un ensayo FACs. 

A

B
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Para ello, se observaron las células bajo un microscopio de fluorescencia invertido y 

se obtuvo un porcentaje aproximado de transfección. Las células LNCaP transfectadas 

tuvieron un aproximado de 80% de transfección para la línea scramble, y 30% para la 

línea shREST, por lo que se ingresaron al citómetro de flujo entre 7-10 millones de 

células por mL en PBS 1X con suero fetal bovino al 5% v/v y 4 mM de EDTA para 

evitar la adhesión célula-célula, mientras que las células 22rv1 tenían 40%, por lo que 

se llevó una concentración de 10 millones de células por mL. El ensayo FACs fue 

llevado a cabo en las instalaciones de la Facility de REDECA (Red de Equipamiento 

Avanzado de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile) FACs Lab, con un 

equipo BD FACSARIA III (2350 Qume Dr Bldg 1, San Jose, California, 95131, United 

States). Para la selección de las células positivas para GFP se utilizó un filtro de FITC, 

mientras que para las positivas para RFP, un filtro Texas Red.  Las células seleccio-

nadas fueron recolectadas en tubos cónicos de 15 mL con suero fetal bovino concen-

trado. De las LNCaP GFP fueron purificadas entre 800 mil y 900 mil células, mientras 

que de las 22rv1 se pudieron obtener 5000 mil células. Células sin transfección fueron 

utilizadas como control negativo de selección, y los gráficos fueron generados me-

diante el programa FACSDIVA, versión 6.1.3.  
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4.8. Extracción de RNA y RT-qPCR 

El RNA total se obtuvo de los cultivos celulares 2D utilizando TRIzol (Ambion, 

Life Technologies). El homogenizado de TRIzol fue centrifugado por 15 minutos a 

12.500 rpm a 4ºC, posteriormente se rescató la fase acuosa y ésta se mezcló con 

isopropanol concentrado para precipitar el RNA. Posteriormente se realizó una centri-

fugación a 12.500 rpm por 10 minutos, obteniéndose un pellet al fondo del tubo. Se 

eliminó cuidadosamente el sobrenadante y se lavó una vez con etanol al 75% prepa-

rado con agua DEPC (dietil pirocarbonato). Se centrifugó nuevamente a 9.500 rpm por 

5 minutos, se eliminó el nuevo sobrenadante y se dejaron los pellets a temperatura 

ambiente hasta que se secaron. Los pellets fueron reconstituidos con agua estéril libre 

de nucleasas. El RNA fue mantenido a -80º C hasta su utilización.  

El RNA fue cuantificado en el equipo Synergy HT (Biotek Instruments, Winooski, VT, 

USA) a partir de 2 L de la muestra, por duplicado. La concentración y pureza del RNA 

se determinó midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm y calculando la razón 260/280. 

En todos los experimentos se utilizaron muestras que presentaron una razón de 2.0, 

aproximadamente. A partir del RNA, se sintetizaron 2000 nanogramos (ng) de cDNA 

utilizando el kit 5X All-In-One RT MasterMix (BC, Vancouver, Canada). 100 ng de 

cDNA fue amplificado mediante el uso del kit Brilliant II SYBR Green qPCR Master Mix 

(Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd., Santa Clara, California, USA). Para 

la amplificación se empleó un protocolo (recomendado por el fabricante) con 10 minu-

tos de denaturación inicial a 95º C, y 35 ciclos consecutivos de 15 segundos de dena-

turación a 95º C, 15 segundos de apareamiento a temperatura óptima de los partido-

res, 15 segundos a 72º C para la elongación. Para la obtención de la curva de 
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disociación se realizó un ciclo adicional al final de la reacción de PCR, en donde las 

muestras se denaturaron durante 10 segundos a 95º C, se hibridaron a 70º C durante 

1 segundo y durante 10 minutos se realizó un aumento gradual de la temperatura hasta 

alcanzar los 95º C.  

El gen constitutivo GAPDH fue utilizado como normalizador y los resultados fueron 

analizados utilizando el método Ct. Los pares de partidores se detallan en la Tabla 

1.  

 

Tabla 1. Partidores utilizados para qPCR 

Nombre de gen Partidor sentido Partidor antisentido 

AR 5’-CAGACCCTGAAGAAAGGCTGA-3’ 5’-TGGAGGGAGTCAGCAATCAAG-3’ 

ARv7 5’-GTCCATCTTGTCGTCTTCGGA-3’ 5’- GTCAGCCTTTCTTCAGGGTCT-3’ 

CDH1 5’-GAA CGC ATT GCC ACA TAC AC-3’  5’-ATTCGGGCTTGTTGTCATTC-3’  

GAPDH 5’-AGG GGC CAT CCA CAG TCT TC-3’ 5’-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3’ 

KLF4 5’-AGAGTTCCCATCTCAAGGCA-3’ 5’-CCCCGTGTGTTTACGGTAGT-3’ 

KLK3 5’-GTCCTCACAGCTGCCCAG-3’ 5’-AGCTGTGGCTGCCTGAAAT-3’ 

REST 5’-TGCGTACTCATTCAGGTGAGA-3’ 5’-TCTTGCATGGCGGGTTACTT-3’ 

SNAI1 5’-TTCCAGCAGCCCTACGACCAG-3’ 5’-GCCTTTCCCACTGTCCTCATC-3’ 

SNAI2 5’-CTCCATTCCACGCCCAGCTAC-3’ 5’-AGCCACTGTGGTCCTTGGAG-3’ 

SYP 5’-GAAGGTGCTGCAATGGGTCT-3’ 5’-GCCTGAAGGGGTACTCGAAC-3’ 

TWIST1 5’-GGAGTCCGCAGTCTTACGAG-3’ 5’-TCTGGAGGACCTGGTAGAGG-3’ 

ZEB1 5’-TTCACAGTGGAGAGAAGCCA-3’ 5’-GCCTGGTGATGCTGAAAGAG-3’ 
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4.9. Extracción de proteínas y western blot 

Para la identificación de las proteínas se realizó un fraccionamiento celular de 

modo de tener la fracción proteica nuclear y citosólica de forma separada. Para ello, 

placas de 60 mm con un 80% de confluencia fueron lavadas 2 veces con PBS frío y 

luego lisadas con el tampón de fraccionamiento citosólico (TFC) (250 mM sucrosa, 20 

mM HEPES pH 7.4, 10 mM de KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 

1 mM de DTT, más inhibidores de proteasa [cOmplete mini, EDTA-free, Roche, Basel, 

Switzerland]) con ayuda de un raspador de células (scraper). Luego de la lisis con el 

TFC, se traspasó el homogenizado a un nuevo tubo de microcentrífuga de 1.5 mL y se 

realizó una centrifugación a 700 x g por 5 minutos. El sobrenadante fue recolectado en 

otro tubo de 1.5 mL y guardado para su posterior procesamiento. El pellet resultante 

fue resuspendido con 400 μL de TFC y centrifugado nuevamente a 700 xg por 10 mi-

nutos. El sobrenadante fue desechado y el pellet fue resuspendido en el tampón de 

fraccionamiento nuclear (TFN) (50 mM Tris HCl pH 8.0, 150 mM de NaCl, 1% de NP-

40, 0.5% de deoxicolato de sodio, 0.1% p/v de SDS, más inhibidores de proteasas) 

obteniéndose así la fracción nuclear. Antes de realizar la cuantificación, la fracción 

nuclear fue sonicada 2 veces mediante 3 pulsos a una amplitud de 30. El sobrenadante 

almacenado en pasos anteriores fue centrifugado a 10.000 xg por 10 minutos, obte-

niéndose un sobrenadante, el que fue recolectado en un nuevo tubo, obteniéndose de 

esta manera la fracción citosólica. La cuantificación proteica de ambas fracciones se 

realizó mediante el método de Bradford (Sigma Aldrich-Merck, Burlington MA, USA). 

A continuación, se cargaron 10 μg de proteína de cada una de las fracciones, se se-

pararon por electroforesis (SDS-PAGE) a 100 V hasta que el frente alcanzara el borde 

inferior del gel. La transferencia a membranas de nitrocelulosa se hizo durante 1.5 
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horas a 400 mA mediante un sistema húmedo y el control de este proceso se realizó 

con una tinción con Rojo Ponceau (Ponceau S 0.1%, ácido acético glacial 5%). Las 

membranas se bloquearon con leche libre de grasas al 5% p/v en buffer Tris salino 

(TBS) con Tween al 0,2% durante 1.5 horas y luego se incubaron durante toda la noche 

con los anticuerpos primarios diluidos en solución de bloqueo. Después del lavado, las 

membranas fueron incubas con anticuerpos secundarios anti-IgG (H+L) de cabra anti 

ratón o conejo, conjugadas con peroxidasa (HRP) y reveladas con un kit de detección 

de quimioluminiscencia para HRP (EZ-ECL, Biological Industries, Cromwell, CT, EE. 

UU.). El revelado y fotografiado de los resultados de la técnica se hizo con un sistema 

de captura Vilber Lourmat (Fusion FX5-XT 826.WL/Superbright, Vilber). Los anticuer-

pos que fueron utilizados en este trabajo se encuentran detallados en la Tabla 2, 

siendo tubulina el control de carga de la fracción citosólica y la histona H3 de la fracción 

nuclear. Los análisis de semicuantificación de las bandas generadas se realizaron con 

el programa ImageJ 1.51w (NIH, Bethesda, MD, USA). 
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Tabla 1: anticuerpos primarios y secundarios utilizados  
 

Anticuerpos Primarios (especie de 
origen) 

Marca Dilución 

AR (conejo) Abcam (ab9474) WB: 1/1000 

E-cadherina (ratón)  BD Biosciences (610181) WB: 1/1000 

GFP (conejo) Alicota gentilmente donada por laboratorio del Prof. Dr. Vicente Torres, 
Facultad de Odontología, Universidad de Chile 

Histona H3 (conejo) Abcam (ab1791) WB: 1/10000 

KLF4 (conejo) Abcam (ab215036) WB: 1/1000 

REST (conejo)  Abcam (ab21635) WB: 1/1000 

IF: 1/100 

RFP (ratón) Chromatek (6G6). WB: 1/10000. Alicuota gentilmente donada por Prof. 
Dr. Oscar Cerda, Facultad de Medicina, Universidad de Chile 

RNA polimerasa II Santa Cruz Biotechnology (sc-
55492) 

WB: 1/1000 

Sinaptofisina (conejo) Invitrogen (MA5-14532) WB: 1/1000 

Snail (conejo) Cell Signaling Tech. (3879) WB: 1/1000 

Tubulina (ratón) Sigma Aldrich (T0198) WB: 1/10000 

Twist (conejo) Sigma Aldrich (T6451) WB: 1/1000 

Anticuerpos Secundarios Marca Dilución 

Alexa Fluor 488 goat anti mouse  Life Technologies (A11001) IF 2D: 1/200 

IF 3D: 1/200 Alexa Fluor 546 donkey anti rabbit  Life Technologies (A21207) 

Goat anti mouse HRP Jackson Immunoresearch, Inc WB 1/10000 

Goat anti mouse HRP Jackson Immunoresearch, Inc 

 

4.10. Ensayos de clonogenicidad 

Para evaluar características asociadas a malignidad celular, se procede con el ensayo 

de formación de colonias. 2000 células correspondientes a las líneas 22rv1 NULL y 

22rv1 REST-HA fueron sembradas en placas de 5 pocillos. Este cultivo fue mantenido 

durante 15 días, con cambio de medio cada 2. Cada experimento fue realizado por 

triplicado para cada una de las condiciones celulares evaluadas. Al tener las colonias, 

las células fueron fijadas con paraformaldehído al 4% p/v tamponado a pH 7.1 por 30 
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minutos a temperatura ambiente. El lavado de la fijación fue realizado con PBS 1X. La 

tinción de las colonias fue realizada en cristal violeta al 0.2% p/v acuoso por 10 minu-

tos. Una vez teñidas, las placas se dejaron secar a temperatura ambiente.  

 

4.11. Ensayos de transmigración e invasión  

Las células 22rv1 transfectadas con REST-HA fueron sembradas en cámaras 

Transwell® de 24 pocillos con un tamaño de poro de 8 m (Sigma-Aldrich, San Louis, 

MO, USA, Cat#CLS3422). Fueron sembradas 5000 células por cada pocillo para el 

ensayo de transmigración y 7.500 para el de invasión. Para este último ensayo, se 

adicionó Matrigel (Sigma-Aldrich, San Louis, MO, USA, Cat#E1270), el cual se dejó en 

las placas durante toda la noche a 4º C y posteriormente las placas se dejaron gelificar 

durante 30 minutos a 37º C antes de la siembra. La invasión de las células en el Ma-

trigel se realizó adicionando 10% de suero fetal bovino en la cámara inferior, que pudo 

haber estado deprivado o no, dependiendo de la línea celular a evaluar. La migración 

e invasión se evaluó después de 24 horas en una estufa de cultivo provista de una 

temperatura de 37º C y con una humedad de 5% de CO2. Las células que no migraron 

o invadieron fueron removidas, y las adheridas a la membrana del Transwell® fueron 

fijadas y coloreadas al mismo tiempo con una solución de cristal violeta al 0.2% p/v, 

disuelto en metanol al 10% v/v. Las células migratorias e invasoras fueron contadas y 

expresadas en los gráficos como el promedio del conteo en cada caso. Cada uno de 

estos experimentos se realizaron en tres oportunidades, de manera independiente. 
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4.12. Evaluación de la viabilidad a enzalutamida 

La viabilidad celular se evaluó utilizando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dife-

niltetrazolio (MTT). Para ello, se sincronizaron las células scramble y shREST con me-

dio RPMI 1640 sin rojo fenol y sin suero por 24 horas. Posteriormente las células fueron 

tripsinizadas con tripsina preparada en PBS 1X, y se contaron las células en un con-

tador automático (TC Automated Cell Counter, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

United States).  Se sembraron 5000 células en una placa de 96 pocillos para realizar 

la evaluación de la proliferación y otras placas para evaluar la viabilidad a enzaluta-

mida. Se esperaron 48 horas desde la siembra, y las células fueron incubadas por 30 

minutos con enzalutamida (ENZ) en una concentración de 10 mM (grupo ENZ), o con 

dihidrotestosterona (DHT) al 1nM. Para el grupo de ENZ + DHT, se retiró la enzaluta-

mida luego de 30 minutos, y se agregó DHT 1 nM. Tanto enzalutamida como DHT 

fueron preparados en dimetilsulfóxido (DMSO). Para el grupo control, se agregó DMSO 

para una concentración final del 1% v/v. Después de 24, 48 y 72 horas, las células se 

lavaron con PBS 1X, y se añadió 100 mL de solución de trabajo de MTT (1 mL MTT [5 

mg/mL] en 9 mL de medio RPMI 1640 sin suero) y se incubó durante 3 horas a 37ºC. 

Posteriormente, se descartó el sobrenadante, los cristales de formazán se resuspen-

dieron en una solución de DMSO al 20% v/v en isopropanol y se midió la absorbancia 

a 570 nm en un lector de placas BioTek Synergy HT (BioTek).  

 

 

 

 

 



41 

 

4.13. Consideraciones éticas  
 
La utilización de muestras de archivo de tejido de cáncer de próstata fue aprobada por 

el comité ético del Hospital Clínico de la Universidad de Chile para el proyecto FON-

DECYT #1151214, cuyo investigador principal es el Dr. Héctor Contreras. Los cultivos 

primarios usa-dos en este trabajo fueron generados en el proyecto FONDECYT 

#1020969 del Dr. Enrique Castellón, el cual cuenta con el consentimiento de los pa-

cientes y la aprobación del comité ético del Hospital Clínico de la Universidad de Chile. 

 

4.14. Análisis estadísticos 

El análisis de los datos se realizó con el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 

Software, La Jolla, California, USA). En todos los experimentos, los datos fueron re-

presentados como la media  desviación estándar, de al menos tres experimentos in-

dependientes. Se utilizó la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para determinar 

la existencia de diferencias significativas entre las mediciones de grupo control y los 

grupos experimentales. Para los análisis de MTT se aplicó la prueba de ANOVA de 

dos vías con una prueba de múltiples comparaciones de Tukey. En todos los casos, p 

< 0.05 fue considerado estadísticamente significativo. El valor de p, el número de ex-

perimentos y la prueba estadística utilizada en cada caso en particular de detalla al pie 

de cada figura. 
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5. Resultados 

OBJETIVO 1:  

Evaluar los niveles de expresión y localización subcelular de REST en biopsias de 

pacientes con CaP, líneas celulares comerciales, y líneas con sobreexpresión y silen-

ciamiento de los genes reguladores de la TEM. 

5.1. Expresión de REST en líneas celulares de cáncer de próstata.  

Se evaluó la expresión de REST mediante qPCR, de western blot e inmunofluorescen-

cia en cuatro líneas celulares de cáncer de próstata comerciales que representan di-

ferentes estadios de la progresión del CaP: 22rv1, células obtenidas desde un tumor 

primario; LNCaP, obtenidas de una metástasis linfonodal; PC3, obtenidas de metásta-

sis ósea; y DU145, obtenidas de una metástasis cerebral.  

En las líneas celulares descritas, las células que presentaron una mayor expresión del 

transcrito de REST fue DU145, mientras que 22rv1 presentó los menores (Figura 3A 

y 3B).  

 

A nivel proteico, en cambio, las células que presentaron los mayores niveles de REST 

fue PC3 seguido de LNCaP en las fracciones nucleares, mientras que 22rv1 siguió 

presentando los menores niveles de este marcador en comparación al resto de las 

líneas (Figura 3C y 3D). En las fracciones citosólicas se observa presencia de REST, 

pero es muy menor en comparación a la fracción nuclear.  

 

En la inmunofluorescencia se puede observar que REST mayormente presenta un pa-

trón preferentemente nuclear en todas las líneas celulares evaluadas (Figura 4). En 

algunas de ellas también se destaca una ubicación citoplasmática, como en DU145.  
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Figura 3. Expresión de REST en líneas celulares de CaP. A. RT-qPCR de REST en líneas 
celulares de CaP. DDCt fue obtenido luego de normalizar con GAPDH y la línea celular DU145. 
N=4. B. Tabla en la que se muestran los valores promedios de Ct de REST y GAPDH en las 
cuatro líneas celulares. C. Imagen representativa de un gel en donde se identificó la proteína 
REST mediante western blot en la fracción nuclear y citosólica. Se utilizó tubulina como control 
de carga para fracción citosólica e histona H3 para la nuclear. D. Cuantificación de resultado 
de western blot de REST de la fracción nuclear (izquierda) y la fracción citosólica (derecha) 
(N=4). La prueba Kruskal Wallis fue utilizada para comparar el promedio de cada uno de los 
datos.  
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Figura 4. Localización de REST en líneas celulares de cáncer de próstata. Se observa la 
localización nuclear de REST en todas las líneas celulares mediante inmunofluorescencia. 

Barra = 30 m.  
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Para respaldar nuestros resultados anteriores, quisimos validar la ubicación 

subcelular en cultivos 3D generados a partir de cultivos primarios de pacientes con 

CaP a través de inmunofluorescencia. En la figura 5 se observa que REST sigue te-

niendo un patrón preferentemente nuclear, con una marca más intensa en las células 

que se encuentran en la periferia del cultivo 3D, las cuales se encuentran en el plano 

de corte confocal. Además, es posible identificar REST en citoplasma. 

 

 

Figura 5. Identificación de REST en cultivos 3D derivados de cultivos celulares prima-
rios de cáncer de próstata. REST es observado con un patrón preferentemente nuclear. 

También está presente en citoplasma. Barra = 30 m.  
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5.2. Evaluación de REST en biopsias de pacientes con cáncer de próstata 

Para analizar la expresión de REST en muestras de pacientes con CaP, se evaluó un 

microarreglo de tejido (TMA) construido desde distintos bloques de inclusión de pa-

cientes con diferentes grados Gleason (total = 51).  

En la figura 6, se muestran fotografías representativas de cada uno de los grados 

Gleason evaluados en conjunto con su cuantificación. No se encontró ninguna diferen-

cia significativa entre los grupos de estudio (p>0.05, prueba de Kruskal Wallis).  

En la figura 7, se muestran distintas localizaciones de REST en las biopsias de pacien-

tes incluidas en el TMA. En ellas se observaron distintos patrones de inmunotinción, 

siendo mayoritariamente nuclear, pero también se observó en algunas su presencia 

en citoplasma y núcleo, y en otras muestras solo una inmunotinción en citoplasma. No 

hubo relación entre patrones de tinción con puntaje Gleason.  
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Figura 6. Identificación de REST en muestras de pacientes con CaP. A. Imágenes repre-
sentativas de inmunohistoquímica cromogénica contra REST en TMA de muestras de pacien-

tes con CaP de distintos grados Gleason (bajo, intermedio y alto). Barras = 100 m en panel 

superior, y 50 m en panel inferior. B. Cuantificación de la señal IHQ de REST. Los gráficos 
de caja muestran la intensidad de expresión de REST en cada grupo. P>0.5, prueba de Kruskal 
Wallis.  
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Figura 7. Patrones de inmunotinción cromogénica de REST en muestras de pacientes 
con CaP. En la primera columna se observa tinción con DAB únicamente, mientras que en la 
segunda se observa la misma área teñida con DAB y hematoxilina de Mayer de manera simul-

tánea. Barras = 30 m.  
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OBJETIVO 2: 

Evaluar los niveles de expresión y localización subcelular de marcadores de TEM y 

androgénicos en líneas celulares con silenciamiento y sobreexpresión de REST con 

y sin deprivación androgénica. 

 

5.3. Silenciamiento de REST en líneas LNCaP.  

Debido a que LNCaP presentó los mayores niveles de transcritos de REST entre 

las células dependientes de andrógeno evaluadas y también los mayores niveles de 

proteína REST nuclear, se hizo el silenciamiento de REST de forma estable por medio 

de una transducción con vectores lentivirales que expresan shRNA contra REST 

(shREST), utilizando como control a un shRNA de secuencia aleatoria (scramble, scr). 

  

Como se observa en la figura 8, el silenciamiento de REST se ve reflejado por 

una disminución de la expresión de REST tanto a nivel de mRNA (Figura 8A), como 

de proteína. La disminución proteica de REST se observa en la fracción nuclear (Fi-

gura 8B y 8C). Además, se realizó la detección de GFP en los extractos proteicos, 

observándose una banda de mayor intensidad en la línea scramble en comparación a 

la línea shREST (Figura 8D). Se observa que en la fracción citosólica se encontró la 

mayor cantidad de GFP.  

Los controles de carga utilizados fueron histona H3 para la fracción nuclear y 

tubulina para la fracción citosólica. Adicionalmente, se realizaron algunas evaluaciones 

con el control de carga RNA polimerasa II, las cuales están disponibles de la sección 

de Anexos (Figura 33).  
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Figura 8. Expresión de REST en líneas celulares LNCaP con silenciamiento de REST. A. 
Expresión de mRNA de REST evaluado por RT-qPCR en células LNCaP con silenciamiento 
de REST. B. Imagen representativa de western blot para REST en células LNCaP con silen-
ciamiento de REST. C. Gráfico de cuantificación de la expresión relativa de la fracción nuclear 
y citosólica. Prueba Mann Whitney U, n=4, p<0.05. D. Imagen representativa de western blot 
para GFP en células LNCaP con silenciamiento de REST. 
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Los resultados anteriores fueron obtenidos posterior a la selección de las líneas 

por medio de la incubación con puromicina y ensayo FACs. En la figura 9 se observan 

los resultados provenientes de los reportes del ensayo FACs. En la columna de la 

izquierda se muestran los resultados de los gráficos de conteo vs fluorescencia y side 

scatter-height (SSC-H) vs fluorescencia antes del sorting (pre-sorting) de las líneas scr 

y shREST. Se destaca que en la fase de pre-sorting hay un gran enriquecimiento de 

células negativas para la fluorescencia, representado por el primer peak en el histo-

grama de color naranja (gráfico conteo vs fluorescencia). Este peak disminuye de ma-

nera drástica en el post-sorting (columna derecha de la figura), por lo que la muestra 

seleccionada incluye mayormente células con presencia de GFP (>90%). 
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Figura 9. Resultados de Ensayo FACs de células scramble y con silenciamiento de 
REST. En cada cuadrante se observan dos gráficos, el de recuento celular vs fluorescencia 
(histograma de color naranjo) y el de SSC-H vs fluorescencia. En todos los casos se observa 
un enriquecimiento significativo de células fluorescentes (post-sorting), representando más del 
90% del total de las células seleccionadas.  

 

Una vez obtenidas las células seleccionadas desde el ensayo de sorting, éstas 

fueron sembradas en placas de 6 pocillos, y fueron observadas en un microscopio 

invertido con fluorescencia. En la imagen 10, se muestran resultados de las células 

fluorescentes y microscopía DIC (Differential Interference Contrast microscopy), en 

donde se destaca en más de un 90% la presencia de células positivas para GFP.  

 

scr

shREST

Pre-sorting Post-sorting
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Figura 10. Microscopía de fluorescencia y DIC de las células scr y shREST selecciona-
das mediante FACs. En la columna de la izquierda se observa el carril de color verde, en 
donde se destacan las células positivas para GFP de ambas líneas. En la columna de la dere-
cha se observa la contraparte correspondiente con microscopía DIC.  
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Además, se obtuvieron imágenes de estas mismas células bajo un microscopio 

de luz invertido. En la figura 11, se presenta una imagen representativa de ellas. Las 

células scr muestran una morfología típica del tipo LNCaP, las cuales presentan una 

estructura más bien estrellada, con varias prolongaciones citoplasmáticas extendién-

dose desde el sector celular en donde se encuentra el núcleo. En la imagen de la 

derecha se observan las células con silenciamiento de REST, las cuales también se 

caracterizan por poseer prolongaciones citoplasmáticas, pero llaman la atención de 

estas tienen una mayor extensión (indicada por flechas blancas). Estas características 

celulares son propias de células LNCaP con aumento de marcadores neuroendocri-

nos.  

 

 

Figura 11. Morfología de las células LNCaP scr y shREST en microscopio de luz inver-
tido. A. Células scr con una morfología epitelial, cuerpo celular alargado y extensión citoplas-
máticas de mediano tamaño. B. Se observan células shREST con una morfología similar a las 
células scr, pero se identifican prolongaciones citoplasmáticas más extensas (indicadas con 
flechas blancas). B’ Aumento de la zona destacada por un rectángulo de borde punteados, en 

donde se destaca una prolongación citoplasmática. Barra: 10 m. 

 
 

LNCaP scr LNCaP shREST

A. B.
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Como control de silenciamiento se realizó la identificación de sinaptofisina, 

puesto que es un marcador canónico del fenotipo neuroendocrino y regulado por 

REST. Efectivamente hubo un aumento significativo de la proteína sinaptofisina en los 

extractos citosólicos de las células con silenciamiento de REST (Figura 12). Cabe 

destacar que no se observó expresión proteica de esta proteína en las fracciones nu-

cleares, algo que concuerda con la localización subcelular descrita en otras publica-

ciones47. 

 

 

Figura 12. Expresión de sinaptofisina en líneas celulares LNCaP con silenciamiento de 
REST.  A. Imagen representativa de western blot para sinaptofisina en células LNCaP con 
silenciamiento de REST. Tubulina fue utilizada como control de carga citosólico.  B. Gráfico 
de cuantificación de la expresión relativa. Prueba Mann Whitney U, n=4, p<0.05.  
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5.4. Evaluación de genes reguladores de la transición epitelio mesénquima en 

células LNCaP con silenciamiento de REST.  

 

De acuerdo con la hipótesis de esta tesis, en donde se propone que REST re-

prime el proceso de transición epitelio mesénquima, se evaluó la expresión de los ge-

nes inductores de este proceso a través de RT-qPCR. Estos genes corresponden Snail 

(gen: SNAI1), Slug (gen: SNAI2), Twist (gen:TWIST1) y ZEB1.  

 

El silenciamiento estable de REST en líneas celulares LNCaP no produce nin-

gún cambio significativo en los niveles de transcritos de SNAI1 (Figura 13A), pero sí 

produce un aumento de los niveles de SNAI2 y TWIST1 (Figura 13B y 13C, respecti-

vamente). En los niveles proteicos, sorpresivamente se observa una tendencia a la 

disminución de Snail en las líneas silenciadas (Figura 13D y 13E), pero un aumento 

significativo de la proteína Twist (Figura 13F y 13G).  

Con respecto a Zeb1, no se encontraron cambios significativos en ninguna de 

las fracciones subcelulares evaluadas (Figura 13H y 13I).  
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Figura 13. Expresión de factores transcripcionales inductores de la TEM en líneas 
LNCaP con silenciamiento para REST. A, B y C. Expresión relativa del mRNA de SNAI1, 
SNAI2 y TWIST1 evaluada por RT-qPCR, respectivamente. D, F y H. Imágenes representati-
vas de western blot de SNAIL, Twist y ZEB1, respectivamente. F, G e I. Gráficos de cuantifi-
cación relativa de las proteínas Snail, Twist y ZEB1, respectivamente. Prueba de Mann Whit-
ney U, N=4, p<0.05.  
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Además de los reguladores maestros de la TEM, se propuso evaluar marcado-

res de epitelio y mesénquima, tales como E-cadherina y vimentina, respectivamente. 

En la figura 14, se muestra interesantemente que en esta línea celular E-cadherina y 

vimentina se encuentran presente mayoritariamente en fracciones nucleares. Para el 

caso de E-cadherina, no hubo cambios significativos entre las dos condiciones de ex-

presión de REST, mientras que, en el caso de vimentina, hubo un aumento de su ex-

presión proteica en las células shREST en fracciones nucleares.  
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Figura 14. Expresión de E-cadherina (CDH1) y vimentina (VIM) en líneas con silencia-
miento de REST. A. Expresión relativa del transcrito CDH1 en células scramble y shREST 
evaluado con RT-qPCR. B. Imagen representativa de los resultados de western blot de E-
cadherina. C. Gráfico de expresión relativa de los niveles proteicos de E-cadherina. Mann 
Whitney U test, N=4, p<0.05.  
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5.5. Evaluación de receptor de andrógeno (AR), variante 7 (Arv7) y antígeno 

prostático específico (PSA) en células LNCaP con silenciamiento de REST.  

 

En las células LNCaP con silenciamiento de REST, se evaluó la expresión de 

AR, la variante 7 del receptor de andrógeno (ARv7) y KLK3, gen que codifica a la 

proteína PSA. Como se puede observar en la figura 14, el silenciamiento estable de 

REST produce una disminución significativa de los transcritos de AR en comparación 

a la línea scramble (Figura 15A), mientras que se observó una disminución de este 

receptor tanto en fracciones nucleares como en citosólicas (Figura 15B y 15C), siendo 

esta última diferencia, significativa.  

En una situación distinta a AR, en la variante 7 no hubo ningún cambio de ex-

presión a nivel de mRNA respecto del control (Figura 15D), mientras que KLK3 dismi-

nuye significativamente en la línea shREST (Figura 15E).  
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Figura 15. Expresión del AR, Arv7 y KLK3 en líneas LNCaP con silenciamiento de REST. 
A. Expresión relativa del mRNA de AR evaluada por RT-qPCR. B. Imagen representativa del 
western blot para AR en células LNCaP scr y con silenciamiento de REST. C. Gráficos de 
cuantificación de la expresión relativa de AR de fracciones nuclear y citosólica. D. Expresión 
relativa del mRNA de ARv7 evaluada por RT-qPCR E. Expresión relativa del mRNA de KLK3 
evaluada por RT-qPCR. Prueba de Mann Whitney U, n=4, p>0.05.  
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 5.6. Sobreexpresión de REST en líneas 22rv1 

Debido a que la línea celular 22rv1 presentó los menores niveles de transcritos 

de REST entre todas las líneas celulares evaluadas, se realizó la sobreexpresión del 

factor REST de forma estable por medio de una transducción con vectores lentivirales 

que expresan REST, utilizando como control de secuencia aleatoria (línea celular 

NULL). 

Después de 72 horas de transfección, las células se seleccionaron con puromi-

cina y fueron observadas bajo microscopía de luz con un microscopio invertido.  

En la figura 16, se observan las células NULL con una morfología típica de este tipo 

celular, con una forma de crecimiento en grupo y células con proyecciones citoplas-

máticas cortas. A la derecha de la imagen, se puede observar la contraparte células 

de REST-HA, las cuales crecen en grupo y con una morfología celular a la línea NULL, 

pero llama la atención que su crecimiento es lento y en grupo pequeños. Algunos gru-

pos celulares fueron delineados en blanco para hacer más fácil la visualización por 

parte del lector.  
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Figura 16. Organización de células 22rv1 NULL y 22rv1 REST-HA por microscopía de 
luz. En A se muestran las células NULL, con un crecimiento más bien en grupos, que logran 
alcanzar formaciones con un mayor número de células en los mismos tiempos que REST-HA. 
En B se observa que las células REST-HA poseen un crecimiento grupal, compuesto de menor 
número de células en comparación a las NULL. Algunos grupos fueron delineados con blanco 

para su mejor delimitación. Barra de 10 m.  

 

Como se observa en la figura 17, la sobreexpresión de REST se evaluó a nivel 

de RNA mensajero y proteína. En ambas mediciones se observó un aumento signifi-

cativo de la expresión de REST en la línea con sobreexpresión con respecto al control 

NULL. Además, se realizó la detección de RFP en los extractos proteicos, observán-

dose una banda de mayor intensidad en la línea NULL en comparación a la línea REST 

(Figura 17B). Se observa que en la fracción nuclear se encontró la mayor cantidad de 

RFP. Adicionalmente, se identificó la etiqueta HA, demostrándose su presencia sola-

mente en las células con sobreexpresión de REST (Figura 17D). 

 

22rv1 NULL REST 22rv1 REST-HA

A. B. 
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Figura 17. Expresión de REST y RFP en líneas celulares 22rv1 con sobreexpresión de 
REST. A. Expresión del mRNA de REST fue evaluado en células 22rv1 transducidas de ma-
nera estable con lentivirales de sobreexpresión. El gen de interés fue evaluado por RT-qPCR. 
B. Imagen representativa del western blot de REST de las fracciones nucleares y citosólicas. 
Adicionalmente se evaluó RFP. C. Gráficos que representan la expresión relativa de niveles 
proteicos de REST en la fracción nuclear y citosólica.  Prueba de Mann Whitney U, n=4, 
p<0.05.  
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5.7. Evaluación de genes reguladores de la transición epitelio mesénquima en 

células 22rv1 con sobreexpresión de REST.  

Tal como se realizó con las células LNCaP, se realizaron las evaluaciones de 

qPCR y western blot para evaluar los niveles de expresión de Snail (gen: SNAI1), Slug 

(gen: SNAI2), Twist (gen:TWIST1) y Zeb1.  

En la figura 18, se observan los niveles de transcrito para cada uno de los genes 

reguladores de la TEM. En ella se observa que la sobreexpresión de REST en células 

22rv1 provoca un aumento significativo de los transcritos para SNAI1 y SNAI2, mien-

tras que ZEB1 disminuye significativamente. Para el caso de TWIST1, no hubo cam-

bios entre las dos condiciones evaluadas.  
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Figura 18. Evaluación de los niveles de transcritos de genes reguladores de la TEM en 
células 22rv1 NULL y 22rv1 con sobreexpresión de REST. A. Niveles de trancritos de 
SNAI1, B. Niveles de transcritos de SNAI2, C y D. Niveles de transcrito de TWIST1 y ZEB1, 
respectivamente. Prueba de Mann Whitney U, n=4, p<0.05.  
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Sorpresivamente, Snail aumentó su expresión proteica en las células 22rv1 

con sobreexpresión de REST, coincidiendo con los hallazgos hechos a través de 

qPCR (Figura 19). Por otro lado, Twist disminuyó su expresión proteica en fraccio-

nes nucleares, mientras que los citosólicos no fueron distintos con respecto al control 

(Figura 19B).  

ZEB1 mostró una tendencia a la disminución a nivel nuclear, mientras que 

tuvo un comportamiento contrario a nivel citosólico. Este comportamiento de ZEB1 

no fue estadísticamente significativo (Figura 19C).  
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Figura 19. Expresiones proteicas de factores de transcripción (FT) reguladores de la 
TEM en células 22rv1 con sobreexpresión de REST. A. Imagen representativa de Snail a 
través de western blot (izquierda) y su semi cuantificación (derecha). B. Imagen representa-
tiva de Twist (izquierda) y semi cuantificación de las bandas nucleares y citosólicas por sepa-
rado (derecha). C. Imagen representativa de la evaluación por western blot de ZEB1 (iz-
quierda) y sus gráficos de semi cuantificación por separado entre fracción nuclear y citosólica 
(derecha).  
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Con respecto a los marcadores de epitelio y mesénquima evaluados, E-cadhe-

rina no disminuyó su expresión de mRNA con respecto al control, algo que solo se 

correlaciona con su disminución a nivel proteico en fracciones citosólicas, sin em-

bargo, a nivel nuclear no hubo diferencias (Figura 20A-C).  

Por otro lado, vimentina disminuyó significativamente su expresión tanto a ni-

vel de transcritos como proteicos en células con sobreexpresión de REST (Figura 

20D-F).  
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Figura 20. Expresión de E-cadherina (CDH1) y vimentina (VIM) en células 22rv1 con so-
breexpresión de REST. A. Gráfico que representa los niveles de transcritos de E-cadherina 
(gen: CDH1). B. Imagen representativa de western blot para E-cadherina. C. Gráficos de semi 
cuantificación de los niveles proteicos de E-cadherina en fracciones nucleares y cisotólicas. D. 
Gráfico que representa los niveles de transcritos de vimentina (gen: VIM). E. Imagen repre-
sentativa de la evaluación de niveles proteicos de vimentina en fracciones nucleares y citosó-
licas. F. Gráficos de semi cuantificación de los niveles de expresión proteicas de vimentina en 
ambas fracciones.  
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5.8. Evaluación de AR, ARv7 y PSA en células 22rv1 con sobreexpresión de 

REST.  

A nivel de transcritos, el AR no presentó ningún cambio entre las células NULL 

y REST-HA, pero si se observó una disminución de su expresión proteica en fracciones 

nucleares y un aumento en fracción citosólica (Figura 21A-C).  

Para el caso de la variante 7 del receptor de andrógenos, se observó una dis-

minución a nivel proteico en las fracciones nucleares y citosólicas de las células 22rv1 

REST-HA con respecto al control. Esto último no fue acompañado por cambios en los 

niveles de transcritos (Figura 21D-F).  

Con el fin de saber si estos cambios tienen implicancias en proteínas reguladas 

por el RA se estudió la expresión de KLK3. En la figura 21G, se observa que en células 

con sobreexpresión de REST, KLK3 se encuentra disminuido significativamente.  
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Figura 21. Evaluación de la expresión del AR, ARv7 y KLK en células 22rv1 con sobre-
expresión de REST. A. Niveles de mensajeros de AR. B. Imagen representativa del western 
blot de AR en fracciones nucleares y citosólicas. C. Gráficos de semi cuantificación de las 
bandas obtenidas de AR en las fracciones subcelulares. D. Niveles de mensajeros de ARv7. 
E. Imagen representativa del western blot de ARv7 en fracciones nucleares y citosólicas. F. 
Gráficos de semi cuantificación de las bandas obtenidas de ARv7 en las fracciones subcelula-
res. G. Niveles de mensajeros de KLK3. 
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OBJETIVO 3:  

Evaluar las características migración e invasión de células con silenciamiento y sobre-

expresión de REST, tumorigenicidad in vitro con ensayos de clonogenicidad.  

 

5.9. Evaluación de la proliferación, migración e invasión en células 22rv1 con 

sobreexpresión de REST 

Dentro de los factores que caracterizan el comportamiento agresivo en células 

cancerosas está la proliferación. Para evaluar esta característica funcional y poner a 

prueba la hipótesis de que la expresión de REST disminuye el comportamiento de 

agresividad de las células de CaP, hicimos ensayos MTT por hasta 96 horas, de ma-

nera de observar una dinámica cada 24 horas. Estos ensayos se realizaron con las 

células NULL, REST-HA y sus contrapartes deprivadas de andrógenos.  

Como se presenta en la figura 22, las células NULL presentan una mayor viabi-

lidad que los otros 3 grupos de células desde las 24 horas en adelante. Las células 

REST-HA deprivadas tuvieron un lento crecimiento en comparación a las demás. Se 

destaca la alta diferencia entre las células NULL y 22rv1 REST-HA (24 horas, 

p=0.0097; 28 a 96 horas, p<0.0001).  
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Figura 22. Evaluación de la proliferación de células con sobreexpresión de REST a tra-
vés de ensayos de MTT. Inicialmente se sembraron 5000 células por pocillos, las cuales fue-
ron con incubadas con MTT cada 24 horas. Cada experimento fue realizado en cuadruplicado. 
La colorimetría de cristales de formazán fue determinada con la absorbancia a 570 nm.  

 

Para evaluar la capacidad de formación de colonias, las líneas celulares NULL, 

REST-HA y sus contrapartes deprivadas de andrógenos fueron sometidas a un ensayo 

de clonogenicidad. En la figura 23, se muestra que las células 22rv1 con sobreexpre-

sión de REST presentó el menor número de colonias en comparación con las otras 

líneas evaluadas, siendo la diferencia con 22rv1 NULL estadísticamente significativa. 

Se destaca además que las colonias formadas en los pocillos de las contrapartes de-

privadas de andrógeno tenían un menor tamaños comparados con las líneas no depri-

vadas.  
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Figura 23. Ensayo de formación de colonias de células con sobreexpresión de REST. En 
la parte superior de la figura se muestras fotografías representativas de los resultados de las 
tinciones con cristal violeta de cada una de las distintas líneas celulares evaluadas. En la parte 
inferior de la figura se observa el gráfico de cuantificación de las células. La única diferencia 
significativa fue entre las líneas NULL y REST-HA.  
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Para evaluar si los cambios observados en los FT de la TEM están acompaña-

dos por una disminución o aumento en la capacidad migratoria e invasiva de las células 

22rv1 con sobreexpresión de REST, se realizaron ensayos con Transwell® con y sin 

Matrigel, respectivamente.  

En la figura 24, se muestran los resultados representativos de la tinción de cris-

tal violeta de las células migratorias en conjunto con el gráfico de conteo de células 

por campo. De acuerdo con este resultado, las células 22rv1 REST-HA y su contra-

parte deprivada poseen una menor capacidad migratoria que la condición control.  

En el caso de la invasión ocurre un fenómeno similar a la migración, las células REST-

HA y REST-HA deprivadas presentan una menor capacidad invasiva (Figura 25).  
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Figura 24. Resultados de ensayos de migración de células 22rv1 con sobreexpresión de 
REST. A la izquierda de la figura se muestran fotografías representativas de la tinción con 
cristal violeta de la membrana de transmigración de las cuatro condiciones evaluadas. A la 
derecha se observa el gráfico de cuantificación del promedio de los conteos de células por 
campo. N=3, ANOVA de dos vías.  
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Figura 25. Resultados de ensayos de invasión de células 22rv1 con sobreexpresión de 
REST. A la izquierda de la figura se muestran fotografías representativas de la tinción con 
cristal violeta de la membrana de invasión de las cuatro condiciones evaluadas. A la derecha 
se observa el gráfico de cuantificación del promedio de los conteos de células por campo. N=3, 
ANOVA de dos vías.  
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OBJETIVO 4:  

Evaluar la sensibilidad y resistencia a la deprivación androgénica y a la respuesta a 

tratamiento con enzalutamida en líneas celulares con sobreexpresión y silenciamiento 

de REST. 

 

5.10. Evaluación de la viabilidad celular de las líneas scramble y silenciadas 

para REST frente a la incubación de dihidrotestosterona (DHT), enzalutamida 

(ENZ) y DHT + ENZ.  

 

Con respecto a la comparación de viabilidad de cada una de las líneas celulares 

con los distintos tratamientos, vemos que la viabilidad es superior en DHT versus el 

tratamiento con ENZ en células LNCaP scr a las 24 y 48 horas (24 hrs, p= 0.0343; 48 

hrs, p = 0.0105) (Figura 26A), mientras que en la comparación de la viabilidad entre 

DHT y la combinación de tratamientos existe una diferencia significativa solo a las 48 

horas, favorable para DHT (48 hrs, p= 0.0088).  

Respecto a las células shREST no se observó ninguna diferencia significativa 

en la viabilidad entre tratamientos (Figura 26B).  
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Figura 26. Evaluación de la viabilidad de células LNCaP scr y shREST a la exposición 
de DHT, ENZ y combinación de ambos. A. Gráfico que representa la viabilidad de las células 
LNCaP scr. B. Gráfico que representa la viabilidad de las células LNCaP shREST para los 
distintos tratamientos. Prueba de ANOVA de dos vías, N=4, p<0.05.  

 

Cuando se realizó el análisis de comparación de la viabilidad entre las dos lí-

neas con respecto a un tratamiento en particular, se observó que scr presenta una 

mayor viabilidad que la línea shREST para la exposición de DHT desde las 48 horas 

(48 hrs, p=0.0110; 72 hrs, p = 0.0069) (Figura 27A).  

Para el tratamiento con enzalutamida se observó una mayor viabilidad de las 

células shREST solo a las 24 horas de tratamiento (24 hrs, p= 0.0379), mientras que 

en los siguientes tiempos solo hubo una tendencia a la mayor viabilidad de estas cé-

lulas con respecto al control (Figura 27B).   

En los resultados de la combinación de DHT + ENZ, no se observó ninguna 

diferencia significativa entre las dos líneas celulares (Figura 27C).  
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Figura 27. Comparación de la viabilidad de células LNCaP scr y shREST frente a la ex-
posición de DHT, ENZ y combinación de ambos. A. Gráfico que representa la viabilidad de 
scr y shREST a DHT. B. Gráfico que representa la viabilidad de scr y shREST a ENZ. C. 
Gráfico que representa la viabilidad de scr y shREST a la combinación de ENZ más DHT.  
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5.11. Evaluación de la viabilidad celular de las líneas NULL y sobreexpresadas 

para REST frente a la incubación de dihidrotestosterona (DHT), enzalutamida 

(ENZ) y DHT + ENZ.  

Para evaluar si la sobreexpresión de REST tuvo algún efecto en la viabilidad de 

las células 22rv1 frente a la exposición de enzalutamida, las células 22rv1 NULL y 

REST-HA fueron expuestas a DHT, ENZ y la combinación de ambos.  

De acuerdo con el análisis por línea celular, las células NULL no presentan di-

ferencias significativas entre la viabilidad observada entre las condiciones DHT y ENZ 

(Figura 28A).  

Para el caso de las células con sobreexpresión de REST, se observaron resul-

tados similares, no habiendo diferencias significativas entre los resultados de la expo-

sición a las condiciones aplicadas (Figura 28B).  

Con respecto al análisis de cada uno de los tratamientos en particular, se ob-

serva que hubo diferencias significativas entre 22rv1 REST-HA y NULL para todos los 

tiempos evaluados, en todas las condiciones de exposición, teniendo las células con 

sobreexpresión de REST una menor viabilidad en comparación con su contraparte 

control frente a la exposición con enzalutamida (Figura 29). 
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Figura 28. Evaluación de la viabilidad de células 22rv1 NULL y REST-HA a la exposición 
de DHT, ENZ y combinación de ambos. A. Gráfico que representa la viabilidad de las células 
22rv1 NULL. B. Gráfico que representa la viabilidad de las células 22rv1 REST-HA para los 
distintos tratamientos. Prueba de ANOVA de dos vías, N=4, p<0.05 

 
 

 

Figura 29. Comparación de la viabilidad de células 22rv1 NULL y REST-HA frente a la 
exposición de DHT, ENZ y combinación de ambos. A. Gráfico que representa la viabilidad 
de NULL y REST-HA a DHT. B. Gráfico que representa la viabilidad de NULL y REST-HA a 
ENZ. C. Gráfico que representa la viabilidad de NULL y REST-HA a la combinación de ENZ 
más DHT.  
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De acuerdo con nuestra hipótesis, evaluamos las contrapartes deprivadas 

frente a cada DHT, ENZ y combinación de ambos. Las células 22rv1 NULL deprivadas 

presentaron un aumento significativo de su viabilidad frente a DHT en comparación a 

REST-HA, mientras que en la condición de enzalutamida sola y la combinación de 

DHT y ENZ, no se observaron diferencias significativas entre las dos líneas celulares 

(Figura 30).  

 

 

 

Figura 30. Comparación de la viabilidad de células 22rv1 NULL DEP y REST-HA DEP 
frente a la exposición de DHT, ENZ y combinación de ambos. A. Gráfico que representa 
la viabilidad de NULL DEP y REST-HA DEP a DHT. B. Gráfico que representa la viabilidad de 
NULL DEP y REST-HA DEP a ENZ. C. Gráfico que representa la viabilidad de NULL DEP y 
REST-HA DEP a la combinación de ENZ más DHT.  
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6. Discusión 

6.1. Expresión de REST en líneas celulares y muestras de pacientes con CaP. 

 

El factor REST fue evaluado en distintas líneas celulares de CaP, siendo la línea 

DU145 la que presentó mayores niveles de transcritos, y PC3 la que presentó mayores 

niveles de proteína del factor en fracciones nucleares. Estos resultados son similares 

a los encontrados en otras publicaciones respecto a niveles de mRNA de REST, coin-

cidiendo con que DU145 presenta los mayores niveles, pero difiere con Chang et al. 

respecto a los niveles proteicos, en donde la línea LNCaP presentó lo mayores nive-

les54. Las diferencias con Chang et al, pueden deberse a que ellos realizaron sus eva-

luaciones de niveles proteicos en extractos totales, y no en extractos proteicos luego 

de un fraccionamiento celular.  

Debido a que en esta tesis se desea evaluar el efecto de la sobreexpresión y 

silenciamiento de REST en líneas celulares que responden a andrógenos, se escogió 

a LNCaP como la línea dependiente de andrógeno con mayores niveles de transcritos 

de REST para el silenciamiento, mientras que se seleccionó a 22rv1 para la sobreex-

presión puedo que también responde a andrógenos y presenta los menores niveles de 

transcritos de REST.  

Una observación interesante es que PC3 mostró los mayores niveles proteicos 

en fracción nuclear para REST. Esta línea celular representa una etapa avanzada de 

la enfermedad, siendo una de las líneas comerciales que no expresa receptor de an-

drógeno y utilizada como modelo para el estudio de CRPC. En la literatura se ha ob-

servado una alta expresión proteica de REST en esta línea celular54, la cual además 

ha sido seleccionada como modelo para analizar los efectos de la inducción del 
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fenotipo neuroendocrino con dovitinib59. La exposición de este fármaco por un periodo 

de 3 semanas produjo un aumento de los marcadores neuroendocrinos con una con-

comitante disminución de la expresión del transcrito de REST en células LNCaP y PC3. 

Estos resultados apoyarían a que los niveles de REST en células PC3 son suficientes 

para estimular la transdiferenciación a un fenotipo neuroendocrino una vez que se dis-

minuyen59. De acuerdo con búsquedas realizadas en la base de datos The Human 

Protein Atlas (disponible en https://www.proteinatlas.org/), las células PC3 muestran 

una alta expresión del mRNA PRICKLE1, que codifica para la proteína RILP, que es 

encargada de la traslocación de REST al núcleo60, algo que podría explicar la alta 

concentración de este factor en el núcleo de esta línea, aun cuando PC3 muestra po-

sitividad a marcadores neuroendocrinos61.  

Svensson et al. demostró que la expresión del AR en CaP está íntimamente 

relacionado a la acción de represión de REST y a su expresión62, por lo que células 

que tienen alta expresión de AR es esperable que también lo sean para REST, como 

LNCaP61, algo que concuerda con nuestros resultados. Por otro lado, 22rv1 muestran 

los menores niveles de REST entre las células dependientes de andrógeno evaluadas. 

Esto podría explicarse debido a que estas células presentan los mayores niveles de 

SRMM4 y -TRCP, por lo que el mRNA de REST generado estaría siendo procesado 

para obtener una alta cantidad de REST4 y, además, -TRCP estaría ubitiquitinando 

el producto proteico para que sea degradado vía proteosoma (observaciones realiza-

das en The Human Protein Atlas).  

Debido a que REST es un factor represor que interactúa con secuencias con-

senso específicas del DNA, en donde recluta maquinaria de represión transcripcional, 
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se esperó encontrar su localización en el núcleo, lo cual fue efectivamente demostrado 

por inmunofluorescencia indirecta en las cuatro líneas celulares evaluadas y por inmu-

nohistoquímica cromogénica en las muestras de pacientes con CaP que fueron inclui-

das en el TMA, coincidiendo con otras publicaciones que muestras resultados simila-

res62.  

Además de la inmunotinción nuclear, en las muestras de pacientes con CaP se 

observó marca con DAB en citoplasma. En el conjunto de pacientes evaluados no se 

observó una correlación entre el tipo de marca con el puntaje Gleason. Este es el se-

gundo trabajo en donde se observa este patrón en biopsias de pacientes con cáncer 

de próstata62.  

REST es un factor represor, por lo que debe traslocarse al núcleo para ejercer 

su función. En su translocación participan algunas proteínas, tales como RILP (PRI-

CKLE1), Hungtintina, dynactin p150glued y HAP163. Por lo que en pacientes en donde 

se observa un patrón preferentemente citosólico podría tener alguna desregulación en 

el funcionamiento del complejo proteico que trasloca REST al núcleo. Sería interesante 

evaluar la localización de estos componentes para dilucidar si la acumulación/no trans-

porte de REST se debe a una desregulación de esta maquinaria de transporte y/o a la 

de regulación post traduccional.  

Adicionalmente, se muestra en nuestros resultados que no existe una relación 

de los niveles de REST con puntaje Gleason, algo también observado por Svensson 

et. al. a través de estudios inmunohistoquímicos62. Sería interesante evaluar REST en 

biopsias de pacientes sometidos ADT. Los pacientes incluidos en este estudio no po-

seían información de tratamiento al momento del análisis.  
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Además de identificar a REST en los modelos de estudio antes mencionados, 

quisimos evaluar la localización en cultivos 3D.  

Los cultivos primarios provenientes de pacientes con CaP desarrollados en 3D, 

permiten entregar una mejor aproximación del desarrollo tumoral, preservando las in-

teracciones celulares64. Estos modelos permiten estudiar distintos marcadores y algu-

nos ensayos funcionales, ej: liberación de andrógenos desde los cultivos en respuesta 

a diversos estímulos, identificación de diversos marcadores, etc, en los cuales se ha 

comenzado a trabajar paralelamente al desarrollo de esta tesis. De acuerdo con estas 

razones, quisimos validar nuestros resultados anteriores con este prometedor modelo 

confirmando que la ubicación de REST también es nuclear en estos cultivos, por lo 

que estas observaciones robustecen los resultados mostrados en los otros modelos 

analizados.  

 

6.2. Evaluación de los genes inductores de la TEM y marcadores de epitelio-me-

sénquima.  

En esta tesis se evaluaron los niveles de expresión de los FT inductores de la 

TEM, Snail (gen SNAI1), Slug (gen SNAI2), Twist (TWIST1) y ZEB1.  

 

Los niveles de mRNA de SNAI1 no presentaron diferencias entre scr y shREST, 

pero hubo una tendencia a la disminución en la línea silenciada. SNAI2 presentó un 

aumento significativo a nivel de transcritos, Twist (mRNA y proteína) también se ob-

servó aumentado, mientras que ZEB1 no mostró diferencias. Por otro lado, en las lí-

neas con sobreexpresión SNAI1 aumentó significativamente sus niveles de transcritos 

y proteicos, SNAI2 elevó sus niveles de mRNA, Twist disminuyó su expresión y ZEB1 
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disminuyó sus niveles de transcritos y proteicos a nivel nuclear, mientras que sus ni-

veles citoplasmáticos mostraron una tendencia al aumento.  

Para lograr un mejor análisis de los hallazgos realizados en esta tesis, se realizó 

un estudio de los promotores de los cuatro reguladores de la TEM estudiados para 

identificar si poseen sitios putativos de unión a REST. Esto mismo se realizó a la in-

versa, para evaluar si REST tiene sitios de unión a los reguladores. Para llevar a cabo 

este estudio se consultó la base de datos Eukaryotic Promotes Database disponible 

en el sitio http://epd.vital-it.ch. En ella se realizó una búsqueda de las regiones promo-

toras para REST, SNAI1, SNAI2, TWIST1 y ZEB1 en Homo sapiens. Una vez encon-

trados los genes, se realizó el análisis de las secuencias promotoras mediante la he-

rramienta Transcription Factor Motifs (JASPAR CORE 2018 vertebrades). Cada una 

de las predicciones de la unión de un factor de transcripción fue calculado con un 

p<0.001 (Figura 31).  

 

 

 

 

 

http://epd.vital-it.ch/


90 

 

 

Figura 31. Genes reguladores de la TEM contienen elementos de unión a REST, y REST 
presenta elementos de unión para reguladores de la TEM. Las regiones promotoras de los 
genes SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1 y REST son representados desde 1000 pb río arriba a 
200 pb río abajo del sitio de inicio de la transcripción (representada por flechas). Los sitios 
putativos de unión son representados en rectángulos rojos para REST, verdes para SNAI2 
(Slug), púrpuras para TWIST1, y azules para ZEB1. Rectángulos con distintos colores indican 
la posible unión de uno o más factores a un mismo sitio al promotor de un gen. Los sitios de 
unión son aproximados y fueron obtenidos desde la Eukaryotic Promotes Database 
(http://epd.vital-it.ch) mediante la herramienta JASPAR. Cada uno de los sitios de unión es 
calculado con un p<0.001.  
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Entre los diferentes marcadores canónicos de TEM evaluados, los resultados 

de los niveles proteicos de Snail no coinciden con lo propuesto en nuestra hipótesis. 

En el año 2013, se identificó que miR-124a es regulado por REST65,66, y que la 

disminución de este microRNA aumenta la expresión de Snail67. Aunque esta última 

observación se ha realizado en glioblastoma multiforme, sería interesante evaluar los 

niveles de este microRNA en nuestras células. Las células 22rv1 son las líneas celu-

lares de CaP que presentan los mayores niveles de este miR (The Human Protein 

Atlas), por lo que el aumento de REST podría provocar un impacto significativo en los 

niveles de expresión de este regulador. Si bien las observaciones anteriores fueron 

realizadas en tejido de origen neural, no podemos descartar este fenómeno ya que el 

comportamiento de REST y la maquinaria de represión depende del contexto celular 

en el cual se haga la evaluación68. Adicionalmente destacamos que Snail no posee 

ningún sitio putativo de unión a REST, por lo que es probable también que REST no 

ejerza una acción directa en Snail (figura 31).  

Aun con el aumento o disminución de Snail a nivel proteico, los cambios en este 

factor no se relacionan con la modificación de la expresión de vimentina, la cual tiene 

un comportamiento inverso con la expresión de este factor de transcripción según 

nuestros resultados. Los niveles de vimentina se relacionan más con los cambios ob-

servados en Twist y ZEB1. Estos hallazgos podrían dar cuenta de que REST podría 

contribuir a establecer fenotipos de TEM incompleta, tal como se ha evidenciado en 

otras publicaciones. Destacamos que alguno de estos fenotipos posee expresión de 

genes relacionados a mesénquima, pero muchas veces conservando aquellos asocia-

dos a fenotipo epitelial, como E-cadherina69,70. Esto último es coherente con nuestras 
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observaciones establecidas en células con silenciamiento de REST, en las cuales hay 

un aumento de vimentina, pero con una conservación de E-cadherina.  

La tendencia al aumento de Twist1 coindice con los hallazgos de Chang y cola-

boradores en donde se observó un incremento significativo de este FT en células 

LNCaP con silenciamiento de REST y su disminución en células 22rv1 que lo sobre-

expresan54.  

El análisis que se presentan en la figura 31 apoya los hallazgos del aumento 

significativo de Twist en las líneas silenciadas para REST, ya que según la base datos, 

REST tiene un único sitio putativo de unión al promotor de TWIST1, por lo que el si-

lenciamiento de REST podría inhibir la represión transcripcional que ejerce REST al 

unirse a esta fracción reguladora de TWIST1 (representado por el pequeño rectángulo 

púrpura en la parte inferior izquierda del esquema). Algo similar podría estar ocurriendo 

con SNAI2, el cual presenta cuatro posibles sitios de unión para REST en su promotor.  

Con respecto a ZEB1, hasta la fecha no se ha realizado ningún estudio que 

muestre una relación directa entre este inductor de TEM y REST. En la actualidad, se 

ha identificado que ZEB1 se encuentra sobreexpresado en muestras de pacientes con 

CRPC con diferenciación neuroendocrina71, algo que solo coincide con nuestros resul-

tados de los niveles de transcritos de este factor en células LNCaP con silenciamiento 

de REST. Por otro lado, en nuestro trabajo mostramos que la sobreexpresión de REST 

provoca una disminución a nivel de transcritos, una tendencia a la disminución de la 

proteína ZEB1 a nivel nuclear y una tendencia al aumento en la fracción citosólica. 

Aunque los niveles de mensajero pueden contribuir a explicar su disminución a nivel 

nuclear en células con sobreexpresión de REST es interesante que ZEB1 presente 

una expresión diferencial entre núcleo y citoplasma. En el año 2022, Guo y 
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colaboradores reportaron que ZEB1 tiene roles distintos según la localización en la que 

se encuentre, ejerciendo su reconocida acción de activar el proceso de TEM cuando 

está en el núcleo, pero en el citoplasma es capaz de unirse a monómeros de actina 

libre y a RhoA, inhibiendo la migración, invasión y la proliferación71, lo que concuerda 

con nuestros resultados. 

Por otro lado, la disminución del nivel de transcritos de ZEB1 puede explicarse 

por la acción que ejerce REST en los sitios reguladores de la expresión de genes, 

reclutando la maquinaria de represión a través de sus dominios N- y C-terminal. De 

acuerdo con nuestro análisis in silico de promotores, esto podría ser posible, ya que el 

gen ZEB1 presenta 5 sitios de unión putativos para REST (figura 31). Sin embargo, 

REST podría tener un papel en la regulación de ZEB1 a través de la familia de microR-

NAs 200 (miR-200). A este respecto, en el año 2020, se identificó en epitelio olfatorio 

una relación entre esta familia de miR con REST, observando que la reducción de miR-

200a podía ser revertida por la expresión de REST. Lo anterior llama la atención puesto 

que este factor es descrito en muchas publicaciones como un represor de la transcrip-

ción, pero en algunas ocasiones puede funcionar como un activador, en especial, con 

su asociación a TET3, algo que también fue demostrado en el epitelio olfatorio72. Este 

mecanismo podría ser una vía alternativa a la disminución de la transcripción de ZEB1 

en nuestras células, lo que provocaría un aumento de la expresión de miR-200 con la 

concomitante disminución en los niveles de transcritos de ZEB1.  

Adicionalmente a los cambios descritos para los FT reguladores de la TEM, 

evaluamos los niveles de expresión de vimentina, filamento intermedio característico 

de células mesenquimatosas73. 
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El promotor del gen VIM presenta varios sitios de unión a factores que activan 

e inhiben su transcripción. Entre ellos se destaca a Sp1, el cual, al unirse al promotor 

de VIM, aumenta su expresión significativamente. Por el contrario, el impedimento de 

la unión de Sp1 al promotor, hace que la expresión disminuya74. Este impedimento, 

entre otros mecanismos, puede ser debido a la unión de factores represores al promo-

tor, remodelando la estructura cromatínica y haciendo que el sitio de unión a Sp1 sea 

menos accesible. En estudios realizados en líneas celulares de neuroblastoma se ob-

servó que Sp1 aumenta la expresión de sinapsina I (SYN I), mientras que REST impide 

la unión de Sp1, disminuyendo SYN I75 por lo que un mecanismo similar podría estar 

ocurriendo en nuestro modelo. Por otro lado, Sp1 tiene varios sitios putativos de unión 

a REST, por lo que este último podría estar regulando la expresión de Sp1, impactando 

de manera indirecta en la expresión de vimentina.  

Por otra parte, en el proceso de TEM, los factores de transcripción estudiados 

en esta tesis son capaces de causar el aumento de vimentina76, por lo que el aumento 

de Twist en nuestras células silenciadas, aumentarían a su vez los niveles de este 

filamento intermedio. A diferencia de lo que ocurre en las células sobreexpresadas, en 

donde la disminución de Twist y ZEB1 nuclear provocarían una diminución de vimen-

tina.  

Debido a los cambios observados en Twist y ZEB1, se realizó una evaluación 

de KLF4 a nivel de transcritos y proteínas.  

KLF4 es un factor de transcripción relacionado a la adquisición de fenotipo de 

cancer stem cell (Figura 34 Anexo)77 y uno de los cuatro genes esenciales en la induc-

ción del fenotipo de stem cells pluripotentes78. Nuestros resultados indican que células 

22rv1 con sobreexpresión de REST mostraron una disminución significativa de este 
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factor a nivel de transcritos y de proteínas (figura 34). Estos resultados dan cuenta que 

REST también podría tener un rol en la represión de características de cancer stem 

cell, algo que también fue descrito por Chang et al., en donde se muestra el mismo 

comportamiento para CD4454. 

En nuestros modelos utilizados podemos dar cuenta que el factor REST es ca-

paz de reprimir parcialmente la expresión de los factores iniciadores del proceso de 

transición epitelio mesénquima, al disminuir la expresión de Twist y ZEB1, asociado a 

la disminución de la expresión de vimentina. Estos resultados son apoyados en parte 

por el silenciamiento de REST, en donde se observó un aumento significativo de Twist 

a nivel nuclear. Es interesante el comportamiento que se observa a nivel de Snail, lo 

que da pie a realizar nuevas investigaciones para explicar su aumento en las líneas 

REST-HA. Una propuesta a considerar es que en las células 22rv1, REST podría fun-

cionar como un activador de Snail bajo los mecanismos descritos anteriormente.  
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6.3. Evaluación de AR, ARv7 y KLK3 en células de CaP con silenciamiento y so-

breexpresión de REST, y evaluación de la viabilidad a enzalutamida. 

 

En las células LNCaP son silenciamiento de REST se observó una disminución 

significativa de los transcritos de AR y KLK3 en comparación a la contraparte scramble. 

Estos hallazgos se relacionan a la historia natural que posee el cáncer de próstata 

cuando adquiere características neuroendocrinas, lo que se traduce en una disminu-

ción de la expresión de AR con la consecuente disminución de PSA (KLK3)46.  

Lo anterior también se relaciona con los resultados observados en los ensayos 

de viabilidad de MTT. En las células LNCaP scr se observa una mayor viabilidad res-

pecto a su contraparte shREST, debido a que efectivamente la línea scr posee una 

tendencia a tener mayor expresión de AR, por lo que la señalización de proliferación 

es más efectiva en comparación a la línea silenciada. Respecto a los tratamientos con 

enzalutamida, solo se observó una diferencia significativa a las 24 horas de haber ini-

ciado el experimento. Luego de esto, las diferencias comienzan a estrecharse. Este 

fenómeno podría ser explicado de acuerdo con los efectos que podría tener el trata-

miento con enzalutamida por tiempo prolongados, ya que se ha visto en otras publica-

ciones que tratamientos prolongados producen una disminución en la expresión de 

REST en conjunto con un aumento de marcadores neuroendocrinos. Lo anterior se 

puede relacionar con la reversión del comportamiento de enzalutamida al adicionar 

DHT, ya que DHT estimula la disminución de factores neuroendocrinos en conjunto 

con el aumento de REST. Esto se explica por la íntima relación regulatoria que se ha 

descrito entre REST y AR62. 
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Interesantemente, la sobreexpresión de REST provocó una disminución de AR 

a nivel nuclear y un aumento a nivel citosólico. Esto se contrapone a las observaciones 

realizadas por Svensson, ya que esta reducción se acompaña también por un bajo 

nivel de transcritos de KLK362.   

La diferencia entre los niveles de REST en las distintas fracciones celulares 

pueden tener que ver con la translocación de AR al núcleo. Este proceso tiene relación 

con la liberación de AR de su unión con HSP90, la cual es inhibida por la acción de la 

proteína quinasa A (PKA)79. Es posible que, por algún mecanismo aun no conocido, 

REST inhiba la translocación de AR al núcleo.  

Lo anterior se relaciona con los resultados observados cuando se incubaron las 

células REST-HA con DHT, ENZ y la combinación de ambos. Es posible que la inhibi-

ción de la translocación de AR sea altamente efectiva, y que ni la incubación de DHT 

pueda aumentar los niveles de viabilidad, comparables a la del control. Para el caso 

de la incubación con enzalutamida, las líneas REST-HA mostraron una viabilidad sig-

nificativamente menor que las células control, pudiendo tener un efecto sumativo a la 

acción que ya ocurre por el solo hecho de sobreexpresar REST.   

Adicionalmente, el tratamiento por un mes de las líneas NULL y REST-HA con 

deprivación androgénica acentúan aún más lo descrito anteriormente. La falta de an-

drógenos en el medio de cultivo disminuye significativamente la viabilidad de las célu-

las NULL, teniendo un mismo comportamiento que las REST-HA al estar expuestas a 

ENZ y a DHT + ENZ. Si las células NULL son incubadas únicamente con DHT, se 

muestra una mayor viabilidad que las células REST-HA, lo que se traduciría como un 

rescate en la viabilidad celular, algo que no ocurre en las células 22rv1 con 
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sobreexpresión de REST, siendo DHT insuficiente para revertir el efecto de la supuesta 

inhibición que ejerce REST en la expresión y/o la translocación de AR al núcleo.  

El receptor de andrógenos actúa como factor de transcripción para una serie de 

genes, entre ellos algunos relacionados con la proliferación celular80. Esta transcrip-

ción implica que AR se haya translocado al núcleo gracias a la acción de PKA y a su 

liberación de HSP90, por lo tanto, estos hechos son coherentes con nuestros resulta-

dos en las células 22rv1 con sobreexpresión de REST, ya que ellas presentan una 

disminución significativa de su proliferación.   

Por otro lado, en los extractos nucleares y citosólicos de las líneas 22rv1 con 

sobreexpresión de REST hubo una disminución de los niveles de ARv7. Esta variante 

de splicing de AR es una de las variantes más frecuentes en aparecer en el contexto 

de deprivación androgénica y es funcional y, en este caso, su disminución también 

podría dar cuanta de los niveles de mensajero de KLK3.  

En el año 2014, Antonarakis y colaboradores describieron que la expresión de 

ARv7 en CaP otorgaría resistencia frente a los tratamientos de enzalutamida y acetato 

de abiraterona81. Estas observaciones concuerdan con nuestros resultados, en donde 

las células con alta expresión de REST presentaron bajos niveles proteicos de esta 

variante de splicing y una menor viabilidad a la incubación con enzalutamida.  
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6.4. Sobreexpresión de REST disminuye la proliferación, la migración e invasión 

en células 22rv1  

Dentro de las características distintivas del cáncer, la proliferación es un pro-

ceso esencial en el comportamiento agresivo82.  

En nuestras evaluaciones con ensayos MTT, encontramos que las células 22rv1 

con sobreexpresión de REST mostraron una proliferación menor en comparación al 

control y una disminución en la capacidad de formación de colonias.  

En varios estudios en tumores de origen epitelial se ha evaluado el efecto de 

REST sobre el proceso de proliferación, estableciéndose hasta este momento algunas 

propuestas que dan respuesta a este fenómeno. Uno de estos mecanismos incluye a 

la cascada de señalización de PI3K-Akt. En uno de estos estudios se observó que la 

disminución de los niveles de REST en células de cáncer de colon aumentó la fosfori-

lación de Akt83, factor relevante en las señales que conducen a las células a prolifera-

ción. Hallazgos similares fueron observados en células de cáncer de pulmón de células 

pequeñas44. Otro mecanismo, es la relación de REST con LIN28A, proteína involu-

crada en procesos de desarrollo y autorrenovación de células troncales embrionarias. 

En células de cáncer de mama, la disminución en la expresión de REST provoca un 

aumento de LIN28A, lo que induce un incremento en la proliferación celular84.  

Estos estudios, sumado a lo ya descrito en relación con AR, apoyan a nuestros 

resultados, lo que plantea un nuevo desafío en investigación para dilucidar mediante 

cuál mecanismo REST disminuye la proliferación en células 22rv1 y la capacidad de 

formación de colonias.  

Por otro lado, las células NULL y REST-HA deprivadas tuvieron un descenso 

en su proliferación con respecto a su contraparte no deprivada. Esto podría 
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relacionarse a que, en condiciones de deprivación, las células no son capaces de ac-

tivar eficientemente al receptor de andrógenos, lo que disminuiría su capacidad proli-

ferativa80.  

También nos interesó evaluar las capacidades migratorias e invasivas de las 

células con sobreexpresión de REST de manera de dar respuesta a nuestra hipótesis 

de que este factor reprime el fenotipo maligno. Entre nuestros resultados, observamos 

que en las células 22rv1 REST-HA disminuyen las capacidades de migración e inva-

sión, asociándose con la disminución en la expresión de Twist, ZEB1 y vimentina.  

En primer lugar, vimentina se ha relacionado con la motilidad celular. En estu-

dios, en donde se transfectaron células de cáncer de mama con un vector de sobreex-

presión de vimentina se observó un aumento de la motilidad, mientras que el silencia-

miento lo disminuye. Además, se observa una desorganización de las interacciones 

célula-célula, como desmosomas73. Estos resultados contribuirían a explicar nuestras 

observaciones en que las células con sobreexpresión de REST disminuyen su migra-

ción.  

Vimentina es un filamento intermedio característico de células mesenquimales, 

las cuales tienen una alta capacidad de migración e invasión, lo que en el contexto del 

cáncer se traduciría en favorecer el proceso de metástasis y empeorar el pronóstico 

de los pacientes74. La invasión de las células mesenquimales requiere la degradación 

de matriz extracelular a través de enzimas proteolíticas tales como metaloproteinasas 

de la matriz (MMPs). La expresión de MMPs es regulada por factores de la transición 

epitelio mesénquima85, los cuales, algunos de ellos, disminuyen su expresión en las 

células 22rv1 con sobreexpresión de REST. 
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En cáncer de mama, se describió una relación entre la expresión del factor Twist 

con MMP-2 y MMP-9 evaluados por inmunohistoquímica. Estos autores proponen a 

Twist como un regulador directo de estas dos metaloproteinasas86. Lo anterior podría 

contribuir a dar explicación a nuestros resultados, ya que la disminución de Twist a 

nivel nuclear reduciría su capacidad de transcribir estas dos metaloproteinasas, dismi-

nuyendo así la capacidad de invasión presentada en la figura 25.  

Resultados de nuestro laboratorio también han demostrado que en líneas de 

CaP, ZEB1 se asocia a la expresión de MMP-2 y MMP-7, a través de la acción de 

SPARC. En líneas PC3 con silenciamiento de SPARC, ocurre una disminución de 

ZEB1 y de MMP-2/-7, lo que lleva a una disminución de las capacidades migratorias e 

invasivas de esta línea celular87. Debido a que en nuestras células con sobreexpresión 

de REST, las capacidades migratorias e invasivas están disminuidas, y la expresión 

de ZEB1 a nivel nuclear también, podríamos especular que esto se acompañaría ade-

más con una disminución en ambas MMPs descritas.  

Finalmente, en cáncer de mama se ha relacionado el papel que posee REST 

sobre la expresión de MMP24, gen que aumenta su expresión en CaP. En este trabajo 

del año 2022, se muestra que el silenciamiento de REST provoca un aumento en la 

expresión de MMP24, el cual tiene la secuencia consenso de unión de REST a su 

promotor, posiblemente regulándolo88. Es posible que esto también ocurra en nuestras 

células, en donde la sobreexpresión de REST disminuye la invasión.  
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7. Proyecciones de nuestro estudio 

Nuestros resultados muestran que la sobreexpresión de REST en células con 

cáncer de próstata disminuyen algunas características asociadas al fenotipo maligno, 

tales como proliferación, migración e invasión. Estos fenómenos podrían ser explica-

dos por una disminución de la expresión de Twist y ZEB1, lo que estuvo acompañado 

por disminución de vimentina, AR y ARv7. La disminución de AR y ARv7 tienen rela-

ción con la caída en la viabilidad de las células con sobreexpresión de enzalutamida, 

algo que se ve acentuado con la deprivación androgénica. Estas observaciones in vitro 

podrían extrapolarse a las estrategias de tratamiento de los pacientes con CRPC, quie-

nes fueron primero tratados con ADT para luego ser tratados con inhibidores competi-

tivos de AR, tales como enzalutamida. Es interesante remarcar que en nuestras células 

con sobreexpresión de REST, existe una disminución significativa de ARv7, el cual ha 

sido relacionado con resistencia a enzalutamida y acetato de abiraterona. Por lo tanto, 

la recuperación de la expresión de REST en estos pacientes podrían mejorar el pro-

nóstico de los pacientes.  

Consideramos que una evaluación de los niveles de REST en muestras de pa-

cientes con y sin tratamiento (ADT y enzalutamida) contribuiría a establecer a REST 

como un factor de seguimiento y pronóstico, ya que su disminución aumentaría el fe-

notipo neuroendrocrino (mal pronóstico) y su aumento sería un indicador beneficioso. 

Adicionalmente, dependiendo de la bibliografía consultada, la aparición de caracterís-

ticas neuroendocrinas en pacientes CRPC varía desde un 10-100%, por lo que realizar 

un seguimiento del estado de REST y administrar una terapia que impida su disminu-

ción impactaría positivamente en este grupo de pacientes, contribuyendo así a la 



103 

 

personalización del tratamiento del CaP, sobre todo considerando que este cáncer es 

altamente heterogéneo.  

Por otro lado, nuestra investigación abre diversos frentes de investigación, tales 

como demostrar la interacción directa de REST con los promotores de SNAI1, SNAI2, 

TWIST1 y ZEB1; dilucidar de qué manera REST produce el aumento de la expresión 

de Snail; evaluar distintas vías de señalización que expliquen la disminución de la pro-

liferación y, finalmente, evaluar la expresión de metaloproteinasas de la matriz para 

robustecer los resultados obtenidos en la evaluación de la migración e invasión en 

nuestras células.  

Finalmente, y de acuerdo con los resultados obtenidos, podemos confirmar par-

cialmente nuestra hipótesis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 

 

8. Modelo propuesto del efecto de REST en células de CaP sensibles a andróge-

nos 

 

Figura 32. Efecto de REST en líneas celulares de CaP. Los cambios observados en las 
células de CaP evaluadas mostraron cambios a nivel de los factores reguladores de la TEM 
Snail, Twist y ZEB1. En A. se muestran los efectos a nivel celular del silenciamiento de REST, 
con aumento de sinaptofisina, Twist y vimentina, y disminución de AR. Hallazgos asociados a 
las características de NEPC. En B. se observan los efectos de la sobreexpresión de REST, 
con la disminución en la expresión de Twist, ZEB1 (nuclear), vimentina, AR, ARv7 y KLK3; y 
aumento de Snail y ZEB1 citosólico. Estos cambios pueden explicar parcialmente la disminu-
ción en proliferación, migración, invasión y la viabilidad a incubaciones con enzalutamida. Ima-
gen creada a través de programa Biorender, Toronto, Ontario, Canadá. 
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9. Conclusiones 

 

- REST disminuye la proliferación, migración e invasión en células 22rv1.  

 

- El aumento de REST en células 22rv1 se correlaciona con la disminución de Twist, 

ZEB1 nuclear y vimentina, mientras que su silenciamiento en células LNCaP se corre-

laciona con aumento en la expresión de Twist y vimentina.   

 

- REST disminuye la viabilidad de células 22rv1 a enzalutamida, lo que se ve acen-

tuado con la deprivación androgénica, relacionándose con la disminución de AR a nivel 

nuclear, ARv7 y KLK3.  Células LNCaP con silenciamiento de REST aumentan su via-

bilidad a enzalutamida. 
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10. Anexos 

10.1. Evaluación de los niveles proteicos con control de carga RNA polimerasa 

II 

Para respalda nuestros resultados obtenidos por western blot, realizamos la evalua-

ción de otro control de carga adicional a histona H3. Esto con el fundamento de consi-

derar como control alguna proteína de unión a DNA, al igual que la mayor parte de las 

proteínas de interés para esta tesis, tales como REST, Snail, Twist y ZEB1. Según 

sugerencias de la comisión evaluadora de tesis, escogimos RNA polimerasa II. En la 

figura 33, se muestran los resultados de western blot y su análisis con respecto a RNA 

polimerasa II. Lo resultados obtenidos en esta evaluación son similares a los descritos 

con histona H3.  
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Figura 33. Evaluación de niveles de proteínas de interés en fracciones nucleares de cé-
lulas con silenciamiento y sobreexpresión de REST utilizando RNA polimerasa II como 
control de carga. A y B. Corresponden a la evaluación de REST y AR en células LNCaP con 
silenciamiento de REST, respectivamente. C-E. Corresponden a la evaluación de Snail, vi-
mentina y KLF4 en células 22rv1 con sobreexpresión de REST, respectivamente. En la parte 
de la izquierda de la imagen se muestran los westerns blot representativos de cada determi-
nación, mientras que a la derecha se poresentan los gráficos de semi cuantificación.  
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10.2. Evaluación de KLF4 en líneas celulares 22rv1 con sobreexpresión de 

REST 

Debido a que se encontró que Twist y ZEB1 se encuentra disminuidos a nivel nuclear, 

y que ambos se relacionan a la adquisición de características del fenotipo cancer stem 

cells, evaluamos adicionalmente la expresión de KLF4. En la figura 34, KLF4 dismi-

nuye sus niveles de transcritos y proteínas.  

 

 

Figura 34. Evaluación KLF4 en células 22rv1 con sobreexpresión de REST. A. Expresión 
relativa del transcrito KLF4 en células NULL y REST-HA evaluado con RT-qPCR. B. Imagen 
representativa de los resultados de western blot de KLF4 (izquierda) y su gráfico de expresión 
relativa de niveles proteicos (derecha). Prueba Mann Whitney U, N=3, p<0.05.  
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