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Resumen

RESUMEN

INFLAMACION EN LA PROGRESION DEL CANCER DE PROSTATA. HEMO
OXIGENASA 1: REGULACION Y SIGNIFICADO FUNCIONAL

El cancer de prostata es la segunda causa de muerte por cancer en los hombres. La
inflamacion es un factor de riesgo para esta enfermedad. La Hemo oxigenasa 1 (HO-1), es la
isoforma inducible de la enzima limitante en la degradacion del hemo y acta
contrarrestando el estrés oxidativo e inflamatorio. En este trabajo investigamos la expresion
de HO-1 y sus consecuencias funcionales en lineas tumorales de prostata sensibles (MDA
PCa 2b y LNCaP) e insensibles (PC3) a andrégenos. Comprobamos que los niveles basales
de HO-1 son menores en PC3 respecto a MDA PCa 2b y LNCaP. El tratamiento con hemina
aument6 la expresion de HO-1 tanto a nivel proteico como del mRNA en todas las lineas
tumorales y disminuy6 significativamente la proliferacion e invasion en PC3 y MDA PCa
2b. Por fotografia ‘time-lapse’ comprobamos que el tratamiento de PC3 con hemina
disminuyé marcadamente la motilidad celular. Se gener¢ la linea estable PC3HO-1, en la
cual la sobre-expresion de HO-1 redujo significativamente la proliferacion y migracion
celular respecto a la linea transfectada con el vector vacio. El silenciamiento de HO-1
mediado por siRNA en la linea con altos niveles endogenos de esta proteina (MDA PCa 2b)
incrementd significativamente la proliferacion y la invasion respecto a las células tratadas
con un siRNA control. Mediante array de genes involucrados en inflamacion y angiogénesis,
identificamos a MMP9 como un nuevo blanco, cuya actividad y expresion fue modulada por
manipulacion genética y farmacoldgica de HO-1 en las lineas de PCa. Mas aun, células de la
linea PC3HO-1 y su respectivo control fueron injectadas s.c. en ratones atimicos nu/nu para
el andlisis in vivo de tumores creciendo como xendgrafos. El crecimiento tumoral y la
expresion de MMP9 se redujeron significativamente en los tumores PC3HO-1 comparado
con los xendgrafos controles. Estos resultados implican por primera vez a HO-1 en la
proliferacion, migracion e invasion celular de cancer de prostata sugiriendo su rol potencial

como blanco terapéutico en ensayos clinicos.

Palabras claves: Hemo oxigenasa 1 (HO-1), cancer de prostata, inflamacion, metaloproteasa

9 (MMP9).
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ABSTRACT

PROSTATE CANCER PROGRESSION AND INFLAMMATORY RESPONSE.
REGULATION AND FUNCTIONAL SIGNIFICANCE OF HEME-OXYGENASE 1.

Prostate cancer is the second leading cause of cancer-associated death in men. Inflammation
has been recognized as a risk factor for this disease. Heme Oxygenase 1 (HO-1), the
inducible isoform of the rate-limiting enzyme in heme degradation, counteracts oxidative
and inflammatory damage. Here we investigated the regulated expression of HO-1 and its
functional consequences in PCa. We studied the impact of genetic and pharmacological
disruption of HO-1 in the growth, invasion and migration in androgen sensitive (MDA PCa
2b and LNCaP) and insensitive (PC3) PCa cell lines. Our results show that HO-1 levels are
markedly decreased in PC3 compared to MDA PCa 2b and LNCaP). Hemin treatment
increased HO-1 at both protein and mRNA levels in all cell lines and decreased cell
proliferation and invasion. Furthermore, overexpression of HO-1 in PC3 resulted in
markedly reduced cell proliferation and migration. Accordingly, siRNA-mediated silencing
of HO-1 expression in MDA PCa 2b cells resulted in increased proliferation and invasion.
Using RT-qPCR-generated gene array, a set of inflammatory and angiogenic genes were up-
or down-regulated in response to HO-1 overexpression identifying MMP9 as a novel
downstream target of HO-1. MMP9 production and activity was down-regulated by HO-1
over3expression. Furthermore, PC3 cells stable transfected with HO-1 (PC3HO-1) and
controls were injected into nu/nu mice for analysis of in vivo tumor xenograft phenotype.
Tumor growth and MMP9 expression was significantly reduced in PC3HO-1 tumors
compared to control xenografts. Taken together, these results implicate HO-1 in PCa cell
migration and proliferation suggesting its potential role as a therapeutic target in clinical

settings.

Keywords: Heme-oxygenase 1 (HO-1), prostate cancer, inflammation, metalloprotease 9

(MMP9)
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

I.I CANCER DE PROSTATA

I.I.1 GENERALIDADES

L.I.1.1 ORGANIZACION ESTRUCTURALY CELULAR DE LA PROSTATA

La prostata es una glandula sexual accesoria del tamafio de una nuez que rodea la uretra en
la base de la vejiga y produce secreciones que comprenden una fraccion mayor al 30% del
plasma seminal. La prostata humana puede dividirse en 4 zonas anatomicas distintivas: la
zona periférica, la zona de transicion, la zona central y el estroma fibromuscular anterior.
Distintos tipos celulares estan comprendidos en la capa epitelial estratificada, que se cree
que esta en continua diferenciacion (Long et al., 2005; Peehl, 2005; Tokar et al., 2005).
Subyacente al epitelio, se encuentra el estroma prostatico que consiste de células musculares
lisas (SMC), fibroblastos, miofibroblastos, células endoteliales y componentes de la matriz
extracelular (ECM). Las hormonas esteroides y los factores de crecimiento regulan el
crecimiento de la prostata. Las células epiteliales secretorias diferenciadas expresan el
receptor de androgenos (AR) y el receptor de estrogenos beta (ERB), que promueven la
expresion de genes respondedores a hormonas esteroides sexuales. Los factores de
crecimiento derivados del epitelio, como el factor de crecimiento tipo insulina (IGF), el
factor de crecimiento transformante (TGF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
actian de manera paracrina sobre el estroma. Los fibroblastos estromales responden a las
hormonas sexuales via la expresion del AR y el ERa, que promueven la proliferacion celular
y estimulan la produccion de factores derivados del estroma que actian de manera autdcrina
y pardcrina. Mdas aun, las células estromales pueden expresar enzimas como la aromatasa y

la 5-a-reductasa que catalizan la sintesis local de hormonas esteroides bioactivas.

Una prostata sana tiene aproximadamente 3 cm de longitud. Consta de una porcion

glandular (2/3) y una fibromuscular (1/3).

Segun su morfologia y funcion se distinguen las siguientes zonas (Fig. 1):
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O Zona anterior (za): se ubica delante de la uretra, es fibromuscular y no presenta
elementos glandulares.

O Zona central (zc): Se ubica detras de la uretra y es atravesada por los conductos
eyaculadores. Es una zona glandular.

O Zona periférica (zp): es la subdivision anatdémica mas grande de la prostata
glandular.

O Zona transicional (zt): es un pequefio grupo de conductos que estan relacionados con

la uretra proximal.

FIGURA 1: Morfologia de la prostata.
u: uretra; de: ducto eyaculatorio

La prostata secreta varias proteinas como: fosfatasa acida, seminina, activador de
plasmindgeno y antigeno prostatico especifico (PSA). El PSA es una serino-proteasa (Wang
et al., 1979) cuya funcidon fisiologica es disolver el semen coagulado, que se forma por
accion de las proteinas de las vesiculas seminales, a los pocos minutos de la eyaculacion. Un
aumento de su tenor en la sangre acompafa frecuentemente a un crecimiento anormal de la
glandula, por lo cual el PSA es el marcador més importante, hasta la fecha, para la deteccion
del cancer de prostata (PCa). Existe en el suero en una forma libre (PSA libre) o unido a

inhibidores de proteasas.

Hay pocos temas tan debatidos en lo que concierne a la salud humana masculina como la

efectividad del PSA como un marcador seroldgico del PCa. Esto se debe a que valores altos
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de PSA pueden llevar a emprender tratamientos innecesarios afectando la calidad de vida del
paciente, cuando el cancer no representa una verdadera amenaza. Altos niveles de PSA
pueden deberse a condiciones benignas, como la prostatitis y la hiperplasia benigna de la
prostata (BPH). El dilema surge porque a medida que los hombres envejecen, tanto el PCa
como estas otras condiciones se vuelven mds comunes. Los investigadores necesitan
entonces identificar parametros que ayuden a discernir entre los pacientes, aquellos que
verdaderamente requieren tratamiento. Por ende, hay una gran necesidad de encontrar
marcadores moleculares acordes. La alfa-metilacil coenzima A racemasa (AMACR), una
enzima recientemente descubierta, suele aumentar tanto a nivel de mRNA como de proteina
en los adenocarcinomas prostaticos en comparacion con los tejidos normales (Adley y Yang,
2006; Jiang et al., 2004). Otros marcadores como el Ki67, la proteina 2 minicromosomal de
mantenimiento, la caspasa-3 activada y la proteina 2 de linfoma de células B (Bcl-2), fueron
considerados porque mostraban expresion diferencial, a través de grados progresivos de la
neoplasia intraepitelial prostatica y podrian ser utiles en la caracterizacion de tejidos

preneoplasicos (Ananthanarayanan et al., 2006).

En el epitelio prostatico se pueden distinguir tres tipos celulares segun sus caracteristicas
morfoldgicas, su funcion y su relevancia para la carcinogénesis (Fig. 2). El tipo celular
epitelial luminal, androgeno dependiente, produce proteinas secretorias como PSA y expresa
el AR (Liu et al., 1997). El segundo tipo corresponde a las células basales, que forman una
capa continua y no producen proteinas secretorias prostaticas (Bui y Reiter, 1998; Liu et al.,
1997) pero expresan factores que protegen del dafio al DNA, tales como la proteina de

defensa antioxidante glutation-S-transferasa (GST) y el gen anti apoptotico Bel-2 (Biu y
Reiter, 1998; De Marzo et al., 1998).
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FIGURA 2. Esquema de los tipos celulares dentro del ducto prostatico humano (adaptado de Abate-
Shen & Shen, 2000).

El tercer tipo celular es el neuroendécrino (NE), es independiente de androgenos y su
acumulacion en la capa basal es una caracteristica del PCa agresivo (Abrahamsson et al.,
1998). A pesar de que el PCa frecuentemente expresa marcadores de células basales, la
pérdida de la capa basal es un sello paraddjico de la existencia de focos neoplasicos

(Bostwick, 1996).

L.I.1.2 LOS ANDROGENOS Y LA PROSTATA

Los androgenos regulan el crecimiento de la prostata y la produccion de la secrecion
prostatica. Ellos ejercen sus efectos via el AR, el cual es un activador transcripcional
dependiente del ligando. La testosterona, producida por las células de Leydig del testiculo
bajo la estimulacion de la hormona luteinizante, es secretada a la circulacion donde es
transportada unida a una globulina ligadora de esteroides hasta la prostata. La fraccion libre
de la testosterona, en equilibrio con la fraccién unida, difunde a través de las membranas y
entra a la célula prostatica. Alli la testosterona es metabolizada a una sustancia mas activa
llamada 5-o dihidrotestosterona (DHT), que es el principal andrégeno que media el
crecimiento de la prostata, producida por la accion de la enzima 5 a-reductasa. Esta reaccion

requiere NADPH. La inactivacion de la DHT involucra la reduccion reversible a 5-o-
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androstano-3f3,17p3-diol mediada por la 3@ hidroxiesteroide oxidoreductasa, y seguida por
60, 70~ o 7P-hidroxilacion. La hidroxilacion del 5-a-androstano-3[3,17p3-diol representa el
ultimo paso de inactivacion de la DHT y esta catalizada por la enzima citocromo P450. La
DHT se une al AR, induciendo un cambio conformacional y la disociacion de varias
proteinas accesorias, entre ellas las proteinas de shock térmico. La union de dicho complejo
a secuencias de respuesta a androgenos induce factores transcripcionales y la expresion de
genes, tales como el PSA. La DHT también induce la sintesis de factores de crecimiento y
de sus receptores, estableciéndose una activa comunicacion entre las células epiteliales y las

del tejido conectivo (estroma) que las rodea.

I.I.1.3 ENFERMEDADES PROLIFERATIVAS DE LA PROSTATA

La hiperplasia benigna de la prostata es una enfermedad clasica presente en el 20% de los
hombres a la edad de 40 afios y en el 70% a la edad de 60 afios (Hermann et al., 2000;
Isaacs, 1994). Entre las diversas especies animales con glandulas prostaticas, solo el
hombre, el chimpancé y el perro desarrollan BPH (De Marzo et al., 1999a; Steiner et al.,
1999). BPH ocurre en la zona de transicion de la prostata y se caracteriza por cambios
histologicos progresivos que surgen inicialmente en el compartimento estromal, con
agrandamiento y alteracion de la composicion celular de la glandula (Untergasser et al.,
2005a). La proliferacion focal de las células musculares lisas lleva a un arreglo
caracteristico nodular causado por la brotacion y la ramificacion del tejido glandular; este
proceso es acompainado luego por una hiperplasia basal celular del epitelio (Bonkohoff y
Remberger, 1998). BPH es una enfermedad multifactorial que involucra factores
ambientales, enddcrinos y genéticos. Aparentemente ninguna mutacion genética especifica
pareciera estar asociada con BPH. Sin embargo, la expresion de un numero significativo de
genes se detectd alterada, en particular aquellos que codifican para factores de crecimiento

epiteliales/estromales (Fig. 3) (Prakash et al., 2002) .
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FIGURA 3. Remodelacion del tejido en la hiperplasia benigna de préstata.

La reduccién global en la metilacion de la cromatina puede llevar a una expresion génica alterada. En
particular la sobre-expresion de genes que regulan la proliferacion celular y la represion de genes que
codifican para mediadores de la apoptosis. Los cambios en las hormonas sexuales sistémicas
relacionados con la edad, junto con una actividad alterada de las enzimas metabolizadoras de hormonas
llevan a un aumento de la relacion estréogeno intraprostiatico/andrégenos, que puede subsiguientemente
alterar la expresion de genes respondedores a hormonas. Adicionalmente se puede observar, el aumento
de la expresion del AR. La remodelacion del compartimiento estromal ocurre con la proliferacion de los
fibroblastos, que secretan factores de crecimiento que actian en el compartimiento epitelial, induciendo
proliferacion celular. El aumento del consumo de oxigeno por parte del tejido en crecimiento puede
resultar en hipoxia local con activacion del factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) y genes que se activan
en respuesta a la hipoxia, incluyendo los factores de crecimiento fibroblastico, FGF-2 y FGF-7. Las
células basales hipertréficas secretan activamente TGFP, que induce al transdiferenciacion de los
fibroblastos estromales a SMC y miofibroblastos, que a su vez producen factores de crecimiento
mitogénicos. El1 aumento de TGFf puede también inducir el remodelamiento de la ECM, en particular
por una de las metaloproteasas de matriz (MMP). Las alteraciones en las secreciones de las células
luminales pueden producir calcificacion, ductos tapados e inflamacion. Los linfocitos infiltrantes
producen citoquinas inflamatorias, que promueven mas ain la proliferacion y la diferenciacion celular.

El PCa es la malignidad no cutdnea mas comun en los hombres occidentales (Howe et al.,
2001; Parkin et al., 2001) y estd muy ligada a la edad. Las lesiones displasicas pre-malignas
(entre ellas, la neoplasia prostatica intra-epitelial, PIN) se caracterizan por presentar nucleos
agrandados, atenuacion de la capa epitelial basal, proliferacion de células secretoras y

diferenciacion aberrante. El PIN se considera el estadio pre-invasivo mas probable del
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adenocarcinoma de prostata (Bostwick y Qian, 2004; Nelson et al., 2003) .

L.I.1.4 ETIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA

El PCa se presenta principalmente en la zona periférica de la glandula y tiene distintas fases

de progresion (Fig. 4, TABLA I):

(1) Enfermedad localizada, en la cual el PCa estd confinado dentro de la cépsula de la
prostata y no se ha dispersado hacia otras partes del cuerpo. El PCa primario es dependiente
de andrdégenos para crecer y sobrevivir. Entre las fases 1 y 2 surge la enfermedad recurrente
donde, después de la terapia localizada, hay signos, tipicamente un aumento de PSA,
indicando que el cancer ha reincidido. Este evento no suele ser detectado por los ensayos

utilizados corrientemente en la clinica.

(2) Enfermedad metastasica, en la cual el PCa est4 creciendo fuera de la prostata y en las

areas que la rodean.

(3) Enfermedad refractaria a hormonas, en la cual el PCa continua creciendo a pesar del
tratamiento con drogas que producen la ablacion hormonal (andrégenos/testosterona
necesarias para el crecimiento de las células del PCa) en el suero y frecuentemente en
combinacion con antagonistas competitivos del AR. La cirugia radical del PCa localizado en
estadio avanzado es raramente curativa. La radiacion tampoco es efectiva y es solo paliativa
y la quimioterapia no representa un pronodstico de sobrevida muy prolongada en la mayoria

de los protocolos de uso habitual. En este estadio la sobrevida es de entre 12 y 18 meses.
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FIGURA 4. Fases de la progresion del cancer de prostata

23



Gueron Introduccion

No todos los hombres con PCa progresaran a través de estas fases. De hecho, el cancer de
prostata puede permanecer confinado dentro de la glandula indefinidamente y nunca crecer

suficientemente rapido para convertirse en un problema en el tiempo de vida de un hombre.

La deprivacion de andrégenos ha sido clave en el tratamiento del PCa. Sin embargo, en mas
del 80% de los casos que mostraron evidencias bioquimicas de respuesta favorable a la
ablacion hormonal (disminucion del PSA y regresion del tumor) el efecto del tratamiento
continuo dur6d entre 2-3 afios. Estudios inmunohistoquimicos han demostrado que la
expresion del AR esta presente en el 80% de las lesiones metastéasicas, sugiriendo que
continua siendo funcional, aun en ausencia de androgenos. El AR surge entonces como un
proto-oncogen. Hay varios modelos para explicar la resistencia a hormonas. El tumor puede
tomar varias rutas para sobrevivir a un ambiente deficiente en androgenos: no reconociendo
al AR, perdiendo su expresion o sensibilizando este camino metabdlico. Para continuar
activando esta ruta las células pueden: 1) mutar el AR o volverlo promiscuamente activo por
diferentes esteroides, 2) amplificar la expresion del AR, 3) activar el AR de manera
independiente del ligando o 4) amplificar co-activadores del AR. El anélisis de la expresion
de genes por micro-arrays de DNA demostrd6 que la sobre-expresion del receptor es
suficiente para disparar el proceso de resistencia (Chen et al., 2004). Sin embargo, en células
que sobre expresan este receptor habria cambios en la cantidad y composiciéon de co-
activadores y co-represores de los promotores de genes que responden al mismo. Por lo
tanto, una modesta alteracion en el nivel de la proteina AR podria provocar un desbalance de
los cofactores que regulan la transcripcion de genes blanco (Chen et al., 2004). El
conocimiento de los mecanismos que estan activos en los distintos estadios de progresion
del PCa y como ellos interactian con otros marcadores moleculares, es claramente

importante.

El tratamiento de la enfermedad por utilizacion de estrategias de ablacion de androgenos es
exitoso inicialmente, sin embargo, los tumores altamente agresivos y androgeno
independientes pueden recurrir, en cuyo caso el tratamiento pasa a ser paliativo.
Actualmente se acepta la existencia de células madre prostaticas localizadas en el epitelio
basal (Schalken y van Leenders, 2003; van Leenders et al., 2003; van Leenders y Schalken,

2001). Trabajos recientes aportaron evidencias sobre los cambios genéticos y/o epigenéticos
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que se acumulan en las células hematopoyéticas prostaticas en envejecimiento y en sus
factores asociados, promoviendo el crecimiento, la supervivencia y la diferenciacion celular
aberrantes desencadenando asi la tumorigénesis (Fig. 5) (Hill, 2006; Rizzo et al., 2005;

Wicha et al., 20006).

TABLA 1. Distribucion y frecuencia del cincer en diferentes zonas anatémicas de la préstata

Zona Porcentaje total del tejido Frecuencia de PCa (%)
glandular (%)
Transicion 5-10 20

Adaptado de (Sampson et al., 2007)
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FIGURA 5. Representacion esquematica de los procesos de diferenciacion en el desarrollo y la
progresion del cancer de prostata.

Las células madre independientes de andrégenos (AI) que se encuentran en la capa basal del epitelio
acumulan mutaciones en los mediadores del arresto del crecimiento celular y la diferenciacion durante
el envejecimiento (rojo/verde) llevando a la proliferacién y diferenciacion inadecuadas de las células
hijas progenitoras (transit-amplifying daughter cells) (azul) hacia células del lumen intermedias
(blancas; con borde negro). Las células hijas progenitoras pueden también diferenciarse a células NE
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(grises). Los cambios en las proteinas epiteliales secretadas (ejemplo: células tumorales secretan
activamente TGFp) que actiian sobre el estroma circundante inducen la formacion del estroma reactivo.
Este estroma esta asociado con la transdiferenciacion de fibroblastos (amarillo)) en SMC vy
miofibroblastos (rosa), que a su vez secretan factores de crecimiento que estimulan mas aun la
proliferacion epitelial y estromal (linea punteada). La remodelacién de la ECM por un aumento en la
produccion de MMP y componentes estructurales también es evidente. Los linfocitos infiltrantes
(estrellas verdes) estimulan la produccion de citoquinas inflamatorias como (IL-6 e IL-8), que
promueven la proliferacion, la angiogénesis y la metastasis. La ablacion de andrégenos y el adquisicion
de la independencia de andrdégenos resulta en la apoptosis de las células epiteliales secretoras
dependientes de andrégenos, dejando a las células madre y basales Al intactas. La pérdida de las células
diferenciadas (AD) que secretan TGFp, libera a las células madre/basales de los efectos inhibitorios del
TGFp, promoviendo la alteracion de la proliferacion y diferenciacion (flechas rojas), llevando a la
generacion de un tumor andrégeno independiente (Craft et al., 1999; Tokar et al., 2005)
comprometiendo predominantemente a las células de un fenotipo basal intermedio y también a las NE,
que secretan neuropéptidos (NEPs) que pueden contribuir a su vez a la progresion de la enfermedad. La
diferenciacion aumentada de los clusters de células NE puede estar mediado por IFN-y secretado por los
linfocitos. Los marcadores de diferenciacion que clasifican cada uno de los diversos tipos de células
epiteliales estan indicados. La lista de posibles marcadores se muestra en letra italica (Collins et al.,
2005).

Apoyando este modelo se ha reportado la identificacion de una poblacioén de células madre
de PCa que forma tumores in vivo (Collins et al., 2005). El evento genético asociado al
tumor mas frecuentemente identificado hasta la fecha, es la fusién de la region 5’ no
codificante del gen de una proteasa serina de transmembrana (TMPRSS2) (regulado por
andrégeno) con los miembros ERG (gen relacionado con ETS) y ETV1, miembros de la
familia de factores de transcripcion oncogénicos ETS y comunmente sobre-expresados en
PCa (Tomlins et al., 2005). A pesar de haberse identificado varios genes asociados a PCa, se
piensa que multiples alteraciones genéticas actuando en conjunto son las que llevan al
desarrollo del tumor (Hughes et al., 2005; Ribero at al., 2006; Schulz y Hatina, 2006; Zhang
et al., 2006). Aunque el PCa y la BPH son patologias distintas, los perfiles de expresion
génica de los distintos estadios de PCa (Dhanasekaran et al., 2001; Lapointe et al., 2004;
Nelson et al., 2002) y BPH (Prakash et al., 2002) revelan algunas similitudes, sugiriendo
algun nivel de solapamiento (Shah y Getzenberg, 2004).

L.I1.1.6 GRADUACION DEL CARCINOMA DE PROSTATA
Gleason cred en 1966 un sistema de graduacion para los carcinomas de prostata (Bailar et
al., 1966; Gleason, 1966), basado en el patrén arquitectural del tumor llamado “Grado de

Gleason”. Este sistema clasifica microscopicamente a las células desde bien diferenciadas

(grado 1) hasta muy indiferenciadas (grado 5) (Fig. 6).
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Mediante observacion microscopica del tejido se determinan los dos patrones estructurales
(primario y secundario) de mayor area, sumando un minimo de 2 puntos y un maximo de 10
puntos. Los grados 1 y 2 son normales. El grado 3 (células moderadamente diferenciadas) es
el mas comun y considerado aun normal. El grado 4 corresponde a cancer y es el mas
importante y a veces dificil de diferenciar del grado 3. El grado 5 es indiferenciado y las
células parecen propagarse muy desordenadamente. Para su evaluacion clara, se debe
reportar como la suma de los dos patrones mayoritarios, por ejemplo 7 (3+4). Asi, un
Gleason 10 sera, en términos simples, el mas grave de todos, y un Gleason 2 totalmente

normal.

FIGURA 6. Diagrama esquematico de la graduacion de Gleason.

Seglin la modificacion del 2005 de la International Society of Urological Pathology (ISUP)
Consensus Conference on Gleason Grading of Prostatic Carcinoma, el sistema de Gleason
se modifico de manera que se definieron los siguientes patrones o grados (Epstein et al.,

2005).

Grado 1: ndédulos circunscriptos por acinos empacados, uniformes, redondeados u ovales, de

medida regular (glandulas mas grandes que el grado 3).
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Grado 2: es semejante al patron 1, con ndédulos mas circunscriptos, sin embargo en el borde
del nédulo puede haber minima infiltracion. Las glandulas estan mas dispersas y no como

un patrén de Gleason 1 con morfologia uniforme.

Grado 3: se observan unidades glandulares discretas, con glandulas mas pequefias que las
del Gleason 1 y 2. Hay infiltrados en y entre los acinos no neoplésicos de la prostata. Con

marcada variacion en la medida y la forma. Presenta patron nodular cribiforme.

Grado 4: masas de acinos irregulares y epitelio fusionado, con células claras. Presenta

glandulas cribiformes grandes y con borde irregular.

Grado 5: esencialmente no hay diferenciacion glandular, compuesta de capas solidas,
cordones, o células simples. Carcinoma anaplédsico con necrosis central rodeado por masas

de papilas, cribiformes o solidas.

I.I.1.7 HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES LOCALES Y SISTEMICAS EN LA
ENFERMEDAD PROSTATICA

El control del crecimiento y el funcionamiento de la prdstata es mantenido por un balance
muy fino entre concentraciones celulares de hormonas sexuales esteroides y factores de
crecimiento autocrinos/paracrinos. Los niveles intraprostaticos de hormonas esteroides se
modifican con la edad, modificindose la proporcion de estrogenos/andrégenos
incrementandose via aumento de la aromatizacion de androgenos y disminucion de la

conversion de testosterona a DHT (Bonnet et al., 1993; Hiramatsu et al., 1997; Zhang et al.,

1997).

No hay evidencias concluyentes que avalen la correlacion entre niveles elevados de
estrogenos o niveles bajos de androgenos y un aumento de la incidencia de BPH o PCa.
Cambios en las enzimas que metabolizan los estrégenos también han sido implicados en
prostatas hiperplasicas y malignas (Ellen et al., 2004; Fung at al., 2006; Soronen at al., 2004;
Tang y Norlin, 2006) pudiendo contribuir a la progresion del PCa (Harkonen et al., 2003;
Harkonen y Makela, 2004; Stanbrough et al., 2006) .

Las hormonas sexuales esteroideas actuan via receptores nucleares que reconocen motivos
de union al DNA en los promotores de genes blanco y a través de vias de sefalizacion

gendmicas y no gendmicas alternativas, poco comprendidas todavia (Freeman et al., 2005;
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Hatzoglou et al., 2005; Taylor et al., 2006). Los receptores de estrogeno ER a y B se
encuentran predominantemente en el estroma y en el epitelio, respectivamente (Harkonen
and Makela, 2004). Se reporté que el ERa se puede expresar aberrantemente en el epitelio
prostatico en algunos PCa (Ellem et al., 2004). EI ERpP se activa inicialmente en los
primeros estadios del PCa, para ser fuertemente reprimido en estadios mas avanzados (Leav

et al., 2001; Tsurusaki et al., 2003).

El AR se detecta tanto en células epiteliales como estromales en la prostata adulta. Se
encuentra generalmente aumentado tanto en el PCa independiente de androgenos como
luego de la ablacién de androgenos in vitro y con constante expresion de los genes
respondedores a androgenos (Stanbrough et al., 2006). Ademas de los cambios observados
en la expresion y funcion de los receptores de hormonas sexuales esteroides, también se han
reportado alteraciones en la sefializacion intracelular hormonal mediadas por cambios en los
co-reguladores (Culig et al., 2004; Li et al., 2005b; Stanbrough et al., 2006) y/o por la

modulacién de la expresion de genes blanco de dichos receptores (Hendriksen et al., 2006).

L.I.1.8 INTERACCIONES ESTROMALES-EPITELIALES ALTERADAS EN LA
INICIACION Y LA PROGRESION DE LA ENFERMEDAD

La homeostasis de las células madre prostaticas es mantenida por un balance controlado por
androgenos, TGFB y factores mitogénicos como el EGF, el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) y el factor de transcripcion de celulas madre (SCF) (Salm et al., 2005).
La cascada de sefializacion por TGFP podria estar inhibida por el AR, posiblemente
mediante interacciones directas (Carey et al., 2004; Kang et al., 2002; van der Poel, 2005).
La disminucién de los niveles de androgenos, asociados con la edad, produciria un aumento
de TGFp. La expresion de la proteina anti-apoptdtica Bcl-2 se encuentra habitualmente
aumentada en BPH y PCa (Bruckheimer and Kyprianou, 2002) y puede proveer un
mecanismo por el cual las células contrarrestan los efectos apoptoticos de TGFp en la
enfermedad prostatica. Por lo tanto un desbalance en la tasa de proliferacion y apoptosis
puede significar un aumento de la supervivencia y acumulacion celular, que quizés
contribuye al agrandamiento de la glandula en BPH (Royuela et al., 2002; Shariat et al.,

2005).
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Se propone que la disrupcion del equilibrio de androgenos y estrogenos estimula cambios en
los factores derivados del estroma que actuan en el epitelio prostatico, llevando a la
reactivacion del crecimiento, la hiperplasia y la transformaciéon maligna. Este Ilamado
“estroma reactivo” exhibe numerosos cambios, incluyendo deposicion de la ECM y
transdiferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, que son altamente abundantes en BPH
y PCa y pueden ser inducidos por estrogenos y TGFf derivado del epitelio (Tuxhorn et al.,
2002; Untergasser et al., 2005a; Zhang et al., 1997). Mas atin, el incremento subsiguiente de
la proliferacion de fibroblastos sirve para regenerar el “pool” fibroblastico, que sin embargo,
también sufre transdiferenciacion, generando un circulo vicioso cuya consecuencia se
manifiesta como la expansion estromal y el agrandamiento de la prostata asociada a BPH.
Significativamente, la transdiferenciacion continua e irreversible a miofibroblastos se vuelve
histolégicamente conservada y se piensa que es uno de los mecanismos claves del
agrandamiento de la prostata en esta enfermedad (Rumpold et al., 2002b). La pérdida de la
supresion del crecimiento dependiente de la edad recientemente se asoci6 al aumento de la

expresion del factor 1 derivado de estroma (SDF-1) (Orimo et al., 2005).

Varios estudios involucran al gen pro-apoptotico pS3 en el desarrollo del “estroma reactivo”.
La activacion inicial de p53 en los fibroblastos estromales por células tumorales, puede
subsiguientemente seleccionar una subpoblacion de fibroblastos resistente a la apoptosis que
carecen de p53, que luego inducen la progresion tumoral en poblaciones de células

epiteliales adyacentes (Hill et al., 2005b; Kiaris et al., 2005).

El eje estroma/IGF, que actiia de forma paracrina sobre las células del epitelio prostatico, es
modulado por androgenos (Le et al., 2006; Pandini et al., 2005; Wu et al., 2006), por IGFs
proliferativos producidos localmente y por las proteinas de union a IGFs (IGFBP) anti-
proliferativas, ejerciendo funciones claves en numerosos aspectos del desarrollo prostatico
normal y neoplasico (Gennigens et al., 2006). Experimentos de co-cultivo demostraron que
IGF-1 media interacciones celulares del estroma con el tumor en PCa a fin de acelerar el

crecimiento tumoral (Kawada et al., 2006).

La senescencia celular es un proceso asociado al envejecimiento, con células senescentes
acumulandose en los tejidos (Castro et al., 2003; Dimri et al., 1995). Los fibroblastos

senescentes secretan factores que estimulan en forma directa o indirecta la proliferacion, la
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diferenciacion y la invasividad de las células epiteliales pre-malignas (Bavik et al., 2006;
Krtolica et al., 2001; Parrinello et al., 2005). Sin embargo, todavia permanece debatible si la

senescencia juega un rol en la prostata in vivo.

L.I.1.9 INTERACCIONES LUMINALES-EPITELIALES/ SISTEMA NEURO-
ENDOCRINO LOCAL

Las células NE se diferencian a partir de las células epiteliales progenitoras prostaticas
(Rumpold et al., 2002a). Secretan numerosos péptidos, neuropéptidos y hormonas. No se
encuentran como células aisladas, sino que aparecen formando redes de células que se
comunican a través de extensiones tipo neuritas, que pueden alcanzar el lumen de los acinos
prostaticos (Berger et al., 2007). El aumento de la diferenciacion a NE est4 asociado con el
PCa y puede contribuir a la progresion de la enfermedad via la secrecion de neuropéptidos
(Jongsma et al., 2000; Uchida et al., 2006). En contraste, se encuentran pocas cé¢lulas NE en
los nédulos grandes de BPH a pesar de que estdn presentes en nodulos pequefios en
desarrollo, que pueden representar focos en crecimiento (Xue et al., 2000). La
diferenciacion a células NE puede ser inducida en cultivo bajo una variedad de condiciones,
incluyendo deprivacion de suero y deplecion de andrégenos, sugiriendo que varias vias de
sefnalizacion estan involucradas. El interferon gama (IFN-y) induce la transdiferenciacion de
las células epiteliales basales primarias de prostata a células NE, posibilitando a las células
infiltrantes inflamatorias como los linfocitos T a contribuir con la diferenciacion a NE
(Untergasser et al., 2005b). Estudios recientes relacionan a la protocadherina-PC especifica
del hombre y al EGF en la diferenciacion a NE (Humez et al., 2006; Yang et al., 2005). El

fenotipo NE aumenta durante la terapia de ablacién de androgenos (Mosca et al., 2005).

I.I.1.10 INVASION: METALOPROTEASAS

Las metastasis son la causa mas importante de mortalidad por cancer y ocurren por la
degradacion de la membrana basal y esparcimiento de las células a 6rganos distantes para
formar tumores secundarios. La degradacion proteolitica de la ECM mediada por las
proteasas secretadas por las células tumorales incluye activadores de plasmindgeno, serina
proteasas y metaloproteasas (MMP). Dicha degradacion es importante para desencadenar la
cascada metastasica, incluyendo la promocion de la angiogénesis y la invasion tumoral (He
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et al., 2007; Pulukuri y Rao, 2007). Los miembros de la familia de MMP comparten un
dominio catalitico que contiene zinc en una unioén coordinada. Su funcién catalitica es la
degradacion de los componentes proteicos en la ECM, en el microambiente inmediato a la
célula tumoral, como también la activacidon de factores de crecimiento latentes, de
receptores de la superficie celular y de moléculas de adhesion (Chakraborti et al., 2003). Las
interacciones células-ECM disparan sefiales celulares que promueven la diferenciacion, la
migracion y la movilizacién celular, procesos esenciales para el mantenimiento de la
homeostasis. La degradacion regulada y balanceada de las proteinas de la ECM por MMP
esta involucrada en muchos procesos fisiologicos incluyendo la cicatrizacion, la
remodelacion tisular, la angiogénesis y el desarrollo embrionario (Sternlicht y Werb, 2001).
Contrariamente, el exceso de la actividad de MMP juega un rol critico en varios procesos
patologicos incluyendo la artritis reumatoidea, la osteoartritis, las enfermedades
autoinmunes, las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Por lo tanto, una mejor
comprension de la regulacion de la actividad de MMP, bajo condiciones fisiologicas y

patologicas podria llevar a una intervencion terapéutica novel en estas enfermedades.

Las MMP se sintetizan como pro-zimdgenos. Pueden ser secretadas o pueden permanecer
unidas a membrana y luego procesadas y activadas, permitiendo asi la degradacion
localizada de sus sustratos. La regulacion de las actividades de las MMP puede alcanzarse
en multiples niveles. Las proteinas de la superficie celular juegan un rol clave en la
activacion de estas proteasas (Brooks et al., 1996; Yu y Stamenkovic, 2000), mientras que
los inhibidores fisioldgicos de las MMP (TIMP) limitan su actividad (Olson et al., 1997).
Sin embargo, una expresion elevada aberrante de MMP predomina en varias patologias
relacionadas a la remodelacion de la ECM. La expresion aumentada de las MMP,
particularmente MMP2 (gelatinasa A; colagenasa tipo IV 72-kDa) y MMP9 (gelatinasa B ;
colagenasa tipo IV 92-kDa), se ha correlacionado claramente con la malignidad de los
tumores y una supervivencia menor en pacientes, especialmente en cancer de mama
(Hanemaaijer et al., 2000; Pellikainen et al., 2004). Comunmente, MMP2 se expresa
constitutivamente en los tejidos, mientras que MMP9 es estimulada por factores de
crecimiento, citoquinas inflamatorias y ésteres de forbol (Moon et al., 2004; Shin et al.,
2007; Stuelten et al., 2005). La induccion de MMP9 por anfirregulina y herregulina

contribuye a la invasividad del cancer de mama (Kondapaka et al., 1997; Yao et al., 2001).
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En células de PCa y colon, se detectaron incrementos en la secrecion de MMP9 por CXCR4
y CXCLI12 concomitantes con aumentos en la migracion y en la invasion celular (Brand et
al., 2005; Chinni et al., 2006). Por lo tanto, los agentes con la habilidad de bloquear la
activacion de MMP9 podrian ser blancos terapéuticos utiles para tratar los cénceres

humanos.

MMP9 cumple un rol en la induccién de multiples pasos a través de la progresion tumoral
(Hjertner et al., 2005; Van den Steen et al., 2002) . La regulacion de los niveles proteicos de
MMP?9 se debe a una activacion transcripcional del gen, a través de los sitios de union para
los factores de transcripcion: la proteina activadora 1 (AP-1) y el factor nuclear kB (NFkB),
localizados en la region promotora de 2,2 Kb (Yan y Boyd, 2007). Pequefias moléculas que
inhiben la actividad enzimatica de MMP9 presentan eficacia preclinica en el bloqueo parcial
del crecimiento y de la progresion de varios canceres en modelos experimentales,
impactando tanto en eventos tempranos como tardios de la enfermedad (Hjertner et al.,
2005; Nair et al., 2008; Van den Steen et al., 2002). Estudios recientes han implicado a
MMP9 en las primeras fases de la colonizacion pulmonar (Acuff et al., 2006), sugiriendo
que las drogas que interfieren con la expresion de MMP9 podrian beneficiar a pacientes con
alto riesgo de diseminacidon tumoral. Mas aun estas drogas podrian ser alternativas al uso de
los inhibidores enzimaticos de MMP9, los cuales exhiben severos efectos secundarios en
ensayos clinicos debido a que afectan a otras MMP (Coussens et al., 2002). Hay una gran
evidencia que sugiere que la destruccion 6sea derivada del tumor en canceres osteoliticos
depende de MMP9 (Brown et al., 2005; Dong et al., 2005). Nair y colaboradores
identificaron una pequefia molécula que inhibe la expresion de MMP9 sin afectar la
expresion de otras dos MMP relacionadas (Nair et al., 2008). Esta molécula bloquea varios
eventos biologicos en el cancer dependientes de MMP9 como la invasion, la migracion y la
actividad osteoclastica y por lo tanto representa una nueva clase de antagonistas de MMP9

que podria ser beneficiosa para el tratamiento de esta enfermedad.

I.I.1.11 ASPECTOS CLIiNICOS Y DIRECCIONES FUTURAS

Los anti-andrégenos, como la bicalutamida, son utilizados para el tratamiento del PCa

avanzado, pero eventualmente los tumores se vuelven androgeno independientes (conocido
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como cancer de prostata resistente a la castracion, CRPC). Tres trabajos recientes han
identificado caminos nuevos direccionados hacia el AR para superar la resistencia. Una
causa de la falta de efecto de los anti-androgenos se debe al aumento de la expresion del
receptor. Se investigo si los compuestos que mantienen el antagonismo al AR, en presencia
de una alta expresion de AR, pueden ser validos como anti-andrégenos de segunda
generacion. Se identificaron dos compuestos nuevos, RD162 y MDV3100, con mayor
afinidad por el AR que la bicalutamida (Tran et al., 2009). En células de cancer de prostata
humano, ambos agentes redujeron la translocacion nuclear del receptor y su asociacion al
DNA. Ademas indujeron la regresion tumoral en modelos murinos de xenotransplantes
(Tran et al., 2009). Por otro lado, se identifico a la proteina E3 ubiquitina ligasa RING finger
(RNF6) que se une al AR e induce poliubiquitinacién del mismo sin promover su
degradacion (Xu et al.,, 2009). La ubiquitinacion pareceria afectar la activacion
transcripcional del AR influenciando el reclutamiento de cofactores de transcripcion.
Utilizando arrays de tejido prostatico humano, ademas se demostré que la expresion de
RNF6 es mayor en CRPCs comparado con muestras de BHP y de tumores de pacientes
"naive". Otros miembros de la maquinaria de ubiquitinacién podrian ser validos como
blancos terapéuticos en esta enfermedad (Xu et al., 2009). Los anti-andrégenos actualmente
disponibles en la clinica, como la bicalutamida, son antagonistas que compiten por la uniéon
del ligando; en cambio los inhibidores no-competitivos del AR podrian representar una
mejor opcion terapéutica. Se identificaron dos antagonistas, el pamoato de pirvinio y el
producto natural hidrocloruro de harmol. Estos agentes sinergizan con la bicalutamida, para
inhibir la transcripcion de la calicreina K3 (KLK3) que codifica para PSA, indicando que
diferentes mecanismos de accidon estan involucrados. La bicalutamida y el hidrocloruro de
harmol, bloquearon la union del AR al DNA (Jones et al., 2009) mientras que el pamoato de
pirvinio inhibi6 la actividad transcripcional de AR, bloqueando el reclutamiento de la RNA
polimerasa II. Esta droga ademads, en combinacion con la bicalutamida, indujo niveles de
atrofia similares a la castracion (Jones et al., 2009). A pesar de que los datos son

preliminares, sugieren estrategias promisorias para combatir el CRPC.
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En las ultimas décadas se han realizado grandes progresos en el tratamiento de BPH usando
una terapia combinada con agentes bloqueantes a-adrenérgicos e inhibidores de la 5-a-
reductasa (Tarter y Vaughan, 2006). Sin embargo, debido a los efectos secundarios del
tratamiento y la aparicion de resistencia a estas terapias, la intervencidon quirurgica
permanece como el Unico tratamiento efectivo pero invasivo y costoso. Nuevos compuestos
estan atravesando los correspondientes ensayos clinicos para PCa y BPH (Armstrong y
Carducci, 2006; Bullock y Andriole, 2006). Un extensivo dialogo entre numerosos caminos
de sefalizacion y los cambios moleculares dindmicos durante la progresion de la
enfermedad, sugieren que el “targeting” secuencial o combinado de diversas vias puede ser
beneficioso. Hay una necesidad urgente de desarrollar nuevos marcadores moleculares para
utilizar como herramientas de diagnostico temprano, marcadores pronosticos y/o blancos
terapéuticos especificos para BPH y PCa. Los biomarcadores, como los “autoantibody
signatures” pueden mejorar la deteccion temprana del PCa y mostrar una especificidad y
sensibilidad mayores que el PSA (Bradford et al., 2006), que permanece el método de
diagnoéstico y prondstico mas comun y limitado para esta enfermedad (Small y Roach,
2002). Adicionalmente, se necesitan marcadores que puedan distinguir entre tumores de
prostata indolentes y aquellos con un alto potencial de recurrencia. Comparaciones de
perfiles génicos a gran escala son los medios mas utiles para identificar componentes

moleculares involucrados en la progresion del PCa (Nanni et al., 2006; True et al., 2006).

I.LI.2 ALTERACIONES MOLECULARES EN CANCER DE PROSTATA

Los tumores de prostata exhiben un rango de fenotipos clinicos, desde indolentes hasta
agresivamente metastasicos. Numerosos estudios de perfiles de expresion génica se han
llevado a cabo para evaluar el potencial molecular de estas patologias, sin embargo la
identificacion de marcadores genéticos que predicen la enfermedad no se pudieron

demostrar en la clinica.

Un sondeo de la literatura actual muestra que las alteraciones moleculares en los carcinomas
de prostata pueden ocurrir a través de una variedad de mecanismos, desde cambios
epigenéticos y polimorfismos genéticos hasta modulaciones del splicing alternativo y de

otros procesos post-transcripcionales, algunos de los cuales podrian involucrar a los RNA
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no-codificantes.

En los ultimos anos se han realizado diversas investigaciones sobre los origenes genéticos
del PCa, en parte gracias a la ayuda brindada por la tecnologia de secuenciacion y a la
disponibilidad de "microarrays". Con el objetivo de caracterizar las etapas de iniciacion y
progresion del PCa, estudios de expresion génica se llevaron a cabo y muchos de ellos
lograron mostrar cierta correlacion con la clinica. Sin embargo, las asociaciones moleculares
con los fenotipos de PCa continllan siendo fragmentarias, y en algunos casos estan
pobremente respaldadas por el seguimiento (Gelmann y Semmes, 2004). Estudios recientes
comparando tejidos tumorales versus benignos, complementados por procedimientos de
micro-diseccion, revelaron diferencias en los patrones de expresion génica a través de focos
aislados de tumores individuales del mismo especimen (Cooper et al., 2007). Guiados por
estas observaciones, los investigadores estan actualmente dirigiendo su atencidon hacia el
entendimiento de las caracteristicas moleculares que acompafian a los diferentes estadios de

la enfermedad.

L.1.2.1 PERFILES DE EXPRESION GENICA

Estudios de perfiles genéticos utilizando tejidos y lineas tumorales de PCa (Luo et al., 2001;
Ross et al., 2000; Scherf et al., 2000; Xu et al., 2000) identificaron genes claves que estan
ampliamente asociados con los distintos fenotipos cancerigenos, por ejemplo genes
involucrados en el ciclo celular, en la replicacion del DNA y en su reparacion (LaTulippe et
al, 2002). Singh y colaboradores fueron los primeros en mostrar una correlacion entre las
“firmas de expresion génica” y los resultados clinicos luego de la prostatectomia (Singh et
al., 2002). Crearon un algoritmo de 5-genes que media la recurrencia del cancer con un 90%
de precision, sin embargo el tamafio de la muestra fue relativamente pequefio (52
especimenes tumorales con 21 pacientes evaluables respecto a los resultados clinicos). A
pesar de los resultados promisorios citados, los estudios de perfiles de expresion génica
publicados en el area de PCa muestran resultados variables entre laboratorios, en parte
debido a la heterogeneidad de los tejidos y diferencias en la performance analitica de las
plataformas de microarray utilizadas (Gelmann y Semmes, 2004). Por tal motivo, los

investigadores recurrieron a otros ensayos para validar los genes candidatos, incluyendo
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PCR en tiempo real (cuantitativa) e inmunohistoquimica. Utilizando estas técnicas
Bubendorf y colaboradores demostraron por ejemplo, que IGFBP2 exhibia alta expresion en
el 100% de tumores clinicos refractarios a hormonas y en el 36% de tumores primarios; sin
detectar expresion alguna en las BHP (Bubendorf et al., 1999). Similares patrones de
expresion se observaron con la proteina de shock térmico (HSP27). La verificacion de la
activacion de genes candidatos por inmunohistoquimica se ha extendido a una variedad de
proteinas para identificar biomarcadores de los distintos fenotipos de PCa. Estos incluyen
STK11, STK15, PTTGI1, STK15, MYBL2, PIM1, IGFBP- 5, DANI1, FAT, RAGS5A, y
HEVIN (LaTulippe et al., 2002; Nelson, 2004). También se hicieron intentos de asociar
dichos marcadores con caracteristicas patoldgicas de PCa con la ayuda de los microarrays de
tejido para la validacion histologica. Por ejemplo, se encontr6 que MUCI estaba asociada
con caracteristicas agresivas y un alto grado de recurrencia luego de la prostatectomia,
mientras que ASGPI se asociaba con una disminucién de riesgo de recurrencia de la
enfermedad (Lapointe et al., 2004). A pesar de que estos resultados son prometedores, no se
identificaron todavia marcadores histolégicos o moleculares que puedan predecir con
certeza la agresividad de los distintos fenotipos de PCa con utilidad en la clinica. Una gran
critica a los experimentos detallados anteriormente es su incapacidad para discriminar la

heterogeneidad tumoral dentro y entre especimenes tisulares.

I.I.2.2 MUTACIONES SOMATICAS

La heterogeneidad de la expresion génica en PCa no es sorprendente considerando los
numerosos tipos de anormalidades cromosdmicas que se han descripto, incluyendo
inserciones, deleciones, amplificaciones y translocaciones (Dong et al., 1997; Isaacs, 1995;
Nupponen y Visakorpi, 2000; Visakorpi, 2003). La inestabilidad gendémica es una
caracteristica tipica de la carcinogénesis prostatica. Casi todos los tumores son
genéticamente inestables y hoy en dia se acepta ampliamente que el cancer resulta de la
acumulacion de polimorfismos genéticos que controlan directamente la proliferacion y/o la

muerte celular (Lengauer et al., 1998).

Los andlisis por hibridizacion gendémica comparativa (CGH) han demostrado que las

alteraciones cromosomicas mas comunes en PCa incluyen pérdidas en 1p, 6q, 8p, 10q, 13q,
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16q y 18q, y ganancias en 1q, 2p, 7, 8q, 18q y Xq (Nupponen y Visakorpi, 2000). El analisis
por hibridizacién in situ por fluorescencia (FISH) ha proporcionado una resolucién mas fina
de genes blanco, como por ejemplo amplificaciones de AR, identificadas en la enfermedad
refractaria a hormonas. Deleciones cromosdémicas comunes también han llevado a la
identificacion de genes supresores tumorales que podrian ser biomarcadores potenciales o
blancos terapéuticos para PCa. Estos incluyen NKX3.1 (8p21), PTEN (10q23), P27/ Kipl
(12p13) y KLF5 (13g21) (Dong, 2001). Tomlins y colaboradores utilizaron un enfoque
bioinformatico para descubrir aberraciones cromosdmicas oncogénicas en PCa (Tomlins et
al., 2005). Este abordaje denominado “Cancer Outlier Profiler Analysis”, busca genes que
estén sobre-expresados en un subgrupo de canceres. Los autores hipotetizaron que estos
patrones de expresion podrian ser causados por fusiones de genes resultando en
translocaciones cromosdmicas (cromosomas separados) o deleciones (mismo coromosoma).
Descubrieron que las regiones codificantes de la proteina ERG1 y ETV1, dos miembros de
la familia de factores de transcripcion oncogénicos ETS, estaban fusionados a la region
promotora del gen TMPRSS2 que responde a andréogenos. Mdas ain, demostraron en una
linea tumoral de prostata que contenia el gen fusionado TMPRSS2:ERG que la expresion de
ERG era activada por andrdgenos, sugiriendo un mecanismo potencial para la
transformacion del PCa. Aplicando el andlisis por FISH a los microarrays de tejido
derivados de las prostatectomias, demostraron que el gen de fusion de TMPRSS2:ERG esta
presente en alrededor del 50% de los PCa primarios y en un 41% de las metastasis a nddulo
linfatico (Perner et al, 2006). Siguiendo este abordaje, Tomlins y colaboradores reportaron
genes de fusion ETS recurrentes adicionales, incluyendo TMPRSS2:ETV4 (Tomlins et al.,
2006), y 50-fusiones de otros genes con ETV1 (Tomlins et al., 2007).

1.1.2.3 MODULACION EPIGENETICA

Las modulaciones epigenéticas permiten la transmision de rasgos celulares sin
modificaciones en la secuencia génica. Son sensibles a una variedad de factores ambientales
asociados con la progresion del PCa, tales como el estrés oxidativo y la dieta (Thompson et
al., 2001). El principal estudio de las alteraciones epigenéticas en cancer incluye
modificaciones de las histonas y metilacion del DNA (Jones y Baylin, 2007). Su potencial

aplicacion para el diagndstico, el tratamiento y la progresion de la enfermedad ha sido
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ampliamente estudiado (Dobosy et al., 2007; Li et al., 2005).

Las modificaciones de las histonas regulan la expresion génica alterando la accesibilidad de
los factores de transcripcion. Estas alteraciones incluyen la acetilacion y la metilacion de los
residuos lisina y arginina de las histonas. La acetilacion de las histonas facilita la activacion
transcripcional, mientras que la metilacion puede tener efectos activadores o represores
dependiendo de la localizacion dentro de la cola de histonas. Las deacetilasas de histonas
(HDAC) se encuentran frecuentemente activadas en el PCa (Patra et al., 2001), con sus
mayores niveles hallados en pacientes con la enfermedad refractaria a hormonas (Halkidou
et al.,, 2004). La hipoacetilacion de histonas también esta altamente asociada con la
metilacion del DNA. Actualmente se estan realizando investigaciones pre-clinicas para
utilizar los inhibidores de las HDAC para el tratamiento de una amplia variedad de tumores
(Yoo y Jones, 2006). Las metiltransferasas de histonas también estan activadas en PCa,
como por ejemplo la EZH2 (Varambally et al., 2002). Las regiones gendémicas que estan
proximales a los sitios de iniciacion de la transcripcion, estan habitualmente enriquecidas en
islas CpG. El silenciamiento de genes a través de la hipermetilacion se ha propuesto como
un evento temprano en la génesis y la propagacion de caminos de transduccion de sefales
oncogénicas (Baylin y Ohm, 2006). Los patrones de metilacion del DNA pueden ser
detectados por una variedad de metodologias, como por PCR luego del tratamiento con
bisulfito que convierte las citosinas no metiladas en uracilos. Los perfiles de hipermetilacion
del DNA en el PCa primario y metastasico se reportaron con anterioridad (Dobosy et al.,
2007; Li et al., 2005). Genes, comunmente hipermetilados, se encuentran frecuentemente
delecionados o mutados en pacientes con PCa, demostrando que la heterogeneidad de la
expresion génica puede ocurrir a través de multiples mecanismos. La hipermetilacion de la
GSTP1, es una de las modificaciones mas comunes observadas en PCa, ocurriendo en el
72-100% de los pacientes testeados (Bastian et al., 2005; Lodygin et al., 2005;
Yegnasubramanian et al., 2004). También se ha reportado hipermetilaciéon en regiones
promotoras del gen de resistencia a multiples drogas (MDR1), adenomatosis poliposis coli
(APC) (Bastian et al., 2005; Lodygin et al., 2005; Yegnasubramanian et al., 2004) y en otros
marcadores de PCa incluyendo NKX3.1 (Asatiani et al., 2005). Mds recientemente, se han
descripto patrones globales de hipometilacion en PCa metastdsico (Nelson et al., 2007). Esta

y otras observaciones indican que la metilacion del DNA es un mecanismo importante en la
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transformacion del PCa.

1.I1.2.4 SPLICING ALTERNATIVO

El splicing alternativo, es un proceso por el cual los intrones y exones de los precursores de
los mRNAs son cortados y unidos en distintos rearreglos. Este proceso juega un rol
importante en la diversidad funcional de los transcriptos de los genes expresados. El estudio
de los eventos de splicing aberrante se esta convirtiendo en una fuente potencial de futuros
marcadores diagnostico y blancos terapéuticos en oncologia (Brinkman, 2004; Buratti et al.,
2006; Pajares et al., 2007). Actualmente se estan desarrollando nuevos ensayos disefiados
para detectar isoformas de PSA (Jung et al., 2004). Todos los miembros de la familia de
genes de la calicreina, incluyendo el PSA, tienen por lo menos una variante de splicing,
algunas de las cuales podrian ser utilizados como potenciales marcadores diagnostico
(Michael et al., 2005). Estas incluyen KLK2 y KLK3 (David et al., 2002), KLKI11
(Brinkman, 2004) y KLK15 (Michael et al., 2005) y todas se encuentran activadas en PCa.
Los ensayos de RT-PCR de variantes de splicing especificos para KLK2 mostraron cierta
utilidad tipo prondstico en especimenes de nddulo linfatico (Shariat et al., 2003). La
especificidad de los receptores de FGF (FGFR) es regulada principalmente a través del
splicing alternativo (Yeh et al., 2003) y ciertas isoformas del receptor FGFR2 se asocian con
el PCa refractario a hormonas (Carstens et al., 1997). Otros genes que sufren splicing
alternativo relacionados con un mayor riesgo de PCa incluyen al factor de transcripcion tipo
Krupper (KLF6) (Narla et al., 2005) y al receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular flt-4 (VEGFR3) (Stearns et al., 2004). También se han caracterizado catorce
variantes de splicing diferentes para el gen de fusion TMPRSS2:ERG que tiene alta
recurrencia en PCa (Clark et al., 2007; Wang et al., 2006).

L.I.2.5 OTROS MODULADORES POST-TRANSCRIPCIONALES

Estadisticas recientes indican que los genes que codifican para proteinas comprenden solo el
2% del genoma humano, sin embargo ensayos de microarray han demostrado que alrededor
del 50% del genoma es transcripto a RNA (Kapranov et al., 2007). La mayoria de estos
transcriptos se los denomina RNA no-codificante (ncRNAs) (Mattick y Makunin, 2006).

Este tipo de RNA pareciera jugar un rol importante regulatorio en los procesos celulares, a
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pesar de que muchos de los mecanismos no han sido elucidados todavia. Se identificaron 39
ncRNAs intronicos que son activados cuando células de PCa hormono-dependientes fueron
tratadas con hormona sintética, demostrando que los ncRNAs podrian estar involucrados en
la diferenciacion y el mantenimiento de la prostata (Louro et al.,, 2007). La expresion
aberrante de ncRNAs podria potencialmente llevar a fenotipos patoldgicos. PCA3 (conocido
como DD3) es un ncRNA, fuertemente activado en PCa (Bussemakers et al., 1999), que
surge como un marcador util para la deteccion de esta enfermedad en hombres con altos

niveles de PSA en la orina (Marks et al., 2007).

Los microRNAs (miRNAs) inhiben la traduccion del mRNA a través de un mecanismo de
clivaje (conocido como RNA de interferencia o RNAIi) o a través de otros mecanismos que
todavia estan siendo dilucidados (Carthew, 2006). Se sabe que los miRNAs reconocen y se
asocian directamente a secuencias de mRNA y por lo tanto modificaciones en la expresion
de los miRNAs pueden tener un impacto en la expresion de los mRNA. Mutaciones en las
secuencias de los mRNA también afectarian su propia regulacion a través de los miRNAs.
Actualmente se estudia el rol de los miRNAs asociados con la progresion del cancer (Calin
y Croce, 2006a, b; Garzon et al., 2006; Zhang et al., 2007) y especificamente del PCa (Lu et
al., 2005; Mattie et al., 2006; Porkka et al., 2007; Volinia et al., 2006).

L.IT INFLAMACION

L.II.1 LA INFLAMACION: EL SEPTIMO “HALLMARK” DEL CANCER

Estudios epidemiologicos han revelado que la inflamacion cronica predispone a diferentes
formas de cancer. El uso de agentes anti-inflamatorios no esteroides estd asociado con la
proteccion contra varios tumores. Componentes inflamatorios estan presentes en el
microambiente de la mayoria de los tejidos neoplasicos, incluyendo aquellos que no estan
relacionados causalmente a un proceso inflamatorio obvio. Los rasgos claves de la
inflamacion relacionada con el cancer incluyen la infiltracién de células del sistema inmune,
prominentemente macrofagos asociados al tumor (TAM), la presencia de mensajeros
polipeptidicos de la inflamacion (citoquinas como TNFa o IL-1, y quimioquinas como

CCL2), la ocurrencia de la remodelacion del tejido y de la angiogénesis (Mantovani, 2009).
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LI1.1.1 CONECTANDO A LOS ONCOGENES CON LA INFLAMACION

La ocurrencia de componentes inflamatorios en el microambiente de los tumores, que no
estan epidemioldgicamente relacionados a la inflamacidn, cuestiond si los eventos genéticos
que causan la neoplasia son responsables de la construccion de este ambiente inflamatorio.
Para contestar esta pregunta, en un estudio clinico de carcinoma papilar de tiroides (PTC),
un tumor caracterizado por la presencia de macréfagos guiados por citoquinas e infiltracion
de células dendriticas (Borrello et al., 2005; Russell et al., 2004; Russell et al., 2003), se
observaron que los rearreglos de los genes que codifican para tirosina quinasas estan
involucrados en la patogénesis del tumor. En particular, el rearreglo RET/PTC representa un
evento genético frecuente, temprano, causativo y suficiente en la patogénesis del PTC. En
un contexto celular apropiado proveido por células tiroideas humanas primarias, el RET/
PTC activa un programa genético relacionado con la inflamacion (Borrello et al., 2005), que
incluye factores estimuladores de colonias que promueven el reclutamiento y la
supervivencia de leucocitos; IL-1; la ciclo-oxigenasa 2 (COX2), frecuentemente expresada
en cancer, monocitos y células dendriticas atraidos por quimioquinas CCL2 y CCL20;
quimioquinas angiogénicas, que coordinan la induccion y la inhibicion de las enzimas que
degradan matriz y la expresion del receptor de quimioquina CXCR4 en las células
iniciadoras (Cerutti et al., 2007). Estos resultados muestran que un evento genético
temprano y causativo como RET/PTC involucrado en la patogénesis de un tumor humano,
promueve directamente la construcciéon de un microambiente inflamatorio brindando una

ventaja directa (Borrello et al., 2005).

Los oncogenes representativos de distintas clases moleculares y modos de accion (tirosina
quinasas, ras-raf, oncogenes nucleares, supresores tumorales) comparten la capacidad de
orquestar programas pro-inflamatorios. Mientras los oncogenes pueden compartir elementos
comunes como aquellos relacionados con la angiogénesis y el reclutamiento de células de
origen mielo-monocitico, la diversidad de componentes celulares inflamatorios lleva a un
analisis detallado de los mediadores de dicha inflamacion tejido especifica. En la via
extrinseca, no se sabe todavia si la inflamacidén crénica per se es suficiente para la

carcinogénesis (Mantovani et al., 2008).
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LI1.1.2 FACTORES DE TRANSCRIPCION Y CITOQUINAS

NF-kB es un orquestador clave de la inmunidad innata (Karin, 2006) y es critico tanto en el
contexto del tumor como en el de las células inflamatorias. En ambos contextos celulares,
NF-kB puede encontrarse rio-abajo del censado de microbios o dafio tisular via el camino de

sefializacion mediado por el receptor tipo “toll” (TLR)-MyD88, por las citoquinas

inflamatorias TNFa e IL-1f y también por el dafo tisular que resulta en la liberacion de
senales de alarma. Adicionalmente, la activacion de NF-kB puede producirse como
consecuencia de alteraciones genéticas autonomas (amplificaciones, mutaciones o
deleciones) en las células tumorales. El NF-kB puede actuar sobre los leucocitos infiltrantes.

En tumores avanzados establecidos, los TAM exhiben una defectuosa y retrasada activacion

de NF-xB (Biswas et al., 2006). Este factor de transcripcidon pareceria actuar como un
reostato activado en condiciones inflamatorias predisponiendo al cancer (ejemplo:
enfermedad inflamatoria del intestino) mientras que en los TAM aparece como el sostenedor

de la inflamacion de la neoplasia metastasica establecida.

Se demostré que TNFo aumentaba la capacidad invasiva de las células tumorales,

proveyendo evidencias de la funcidon pro-tumoral de las citoquinas inflamatorias.

Adicionalmente, el descubrimiento de que los ratones deficientes en TNFoa estaban
protegidos contra la carcinogénesis de piel ofrecid sustento genético relacionando la

inflamacion y el cancer (Balkwill y Mantovani, 2001).

La promocion tumoral mediada por TNFa puede involucrar caminos diferentes (Popivanova
et al., 2008): un efecto directo sobre las células tumorales a bajas concentraciones de esta
citoquina, una interrelacioén con el sistema de quimioquinas con la consiguiente induccion de
CXCR4 y la estimulacion de la transicion epitelial - mesenquimal (Kulbe et al., 2007).
Ademas, los TAM promueven su sefalizacion a través de TNFa en cancer gastrico (Oguma

et al., 2008). Estos descubrimientos proveen sustento para el desarrollo de protocolos

clinicos utilizando antagonistas de TNFa en terapias para el cancer (Harrison et al., 2007).
El receptor “decoy” 3 es un miembro de la superfamilia de receptores TNFa y ha sido

involucrado en el control de los complejos mayores de histocompatibilidad tipo II en los

TAM (Chang et al., 2008).
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La sefalizacion por el receptor de IL-1 y los TLRs esta bajo control por mecanismos de
regulacion negativos (Mantovani et al., 2008). Existen evidencias que TIRS, un miembro
huérfano de la familia IL-1R (conocida también como SIGIRR), inhibe la sefializacion de
los complejos IL-1R/TLR, posiblemente atrapando IRAK-1 y TRAF-6. En un modelo de
carcinogénesis intestinal en respuesta a la administracién de sulfato sodico de dextrano y
azoximetano, los ratones deficientes en TIR8 exhibian una gran susceptibilidad a la
inflamacion en términos de pérdida de peso, sangrado y muerte; y mostraban aumento en la
susceptibilidad a la carcinogénesis de colon, asociada con un aumento de la permeabilidad y
produccion local de prostaglandina E2, citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6) y
quimioquinas (KC/CXC, J/CCL2 y CCL3) (Garlanda et al., 2007; Xiao et al., 2007). Estos
mediadores se encuentran rio-debajo de NF-kB y promueven la inflamacién activada por la
neoplasia (Karin, 2006). Por lo tanto, la pérdida del punto de chequeo (TIR8) de la
activacion de NF-kB lleva a un aumento de la carcinogénesis en el tracto gastrointestinal,

subrayando una vez mas la conexion entre la inflamacion cronica y la promocion del cancer.

LI1.1.3 INFLAMACION Y MICROAMBIENTE TUMORAL

Varios estudios se han enfocado en dilucidar los mecanismos celulares y moleculares que
relacionan la inflamacion con el cancer (Mantovani et al., 2008). Hay dos caminos que
vinculan la inflamacioén con el cancer; la via intrinseca y extrinseca. En la intrinseca, la
activacion de diferentes clases de oncogenes lleva a la expresion de programas relacionados
con la inflamacion que guian la construccion de un microambiente inflamatorio. En esta via,
las condiciones inflamatorias promueven el desarrollo del cancer. Orquestadores clave en la
interseccion de la via intrinseca y extrinseca incluyen factores de transcripcion como NF-kB
(Karin, 2006), citoquinas como TNFa y quimioquinas. Por lo tanto, la inflamacién es un
componente clave del microambiente tumoral. Se deberia enfatizar que la reaccion
inflamatoria también podria tener actividad antitumoral (Allavena et al., 2008; Apetoh et al.,
2007; Mantovani et al., 2008). Esta funcion dual de las células y mediadores inflamatorios
esta reflejada por estudios de correlacion entre parametros de cancer relacionados con la

inflamacion y el comportamiento clinico en diferentes contextos (Seike et al., 2007; Shabo

et al., 2008).
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Las citoquinas son un componente clave del microambiente inflamatorio tumoral. Como tal,
representan un blanco primario en los esfuerzos terapéuticos para tratar a la inflamacion
relacionada con el cancer. Durante muchos afios los esfuerzos para tratar el cancer se han
concentrado en la destruccion/inhibicion de las células tumorales. Las estrategias para
modular el microambiente hospedador ofrecen una perspectiva complementaria (Harrison et

al., 2007).

Hanahan y Weinberg (2000) identificaron seis “sellos” (hallmarks) del cancer. La

inflamacion relacionada con el cancer representa el 7m° sello” (Fig. 7) (Mantovani, 2009).

aif-sufficiency in
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microenvironment

Sustained Tissue invasion
anglogenesis & metastasis
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(Mantovani, 2009)
FIGURA 7. Inflamacién relacionada con el cancer (CRI) en la progresién tumoral y la metastasis.

CRI aparece como el séptimo “sello” del cincer. Seis sellos caracterizan al cancer (Hanahan y
Weinberg, 2000). Existen evidencias que sugieren que la CRI es un componente clave en el
microambiente tumoral, representando el 7™ sello del cancer.

L.I1.2 INFLAMACION EN LA CARCINOGENESIS PROSTATICA

El PCa es el neoplasma maligno més frecuente en los hombres occidentales. Debido a que

muchos hombres provenientes del sudeste asiatico tienen una baja incidencia de PCa que
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aumenta rapidamente luego de la inmigracion hacia el Occidente, esta enfermedad se
considera que no es solo una caracteristica intrinseca de la edad. La patogénesis del PCa
refleja tanto componentes hereditarios como ambientales. Aun queda por revelar cuales son
los factores ambientales y las variaciones genéticas que han producido semejante epidemia
del PCa. Aproximadamente el 20% de todos los canceres humanos en el adulto resultan de
estados de inflamacion cronica (Ames et al., 995; Coussens y Werb, 2002) que es disparada
por agentes infecciosos o por exposicion a factores ambientales, o por una combinacion de
ambos. También hay evidencia emergente que la inflamacion es crucial para la etiologia del

PCa. Esta evidencia surge de estudios epidemiologicos, histopatologicos y moleculares.

L.I1.2.1 ENIGMAS EN LA ETIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA

Como en otros canceres, el PCa se desarrolla por la acumulacion de mutaciones genéticas y
epigenéticas, resultando en la inactivacion de genes supresores tumorales y de genes
guardianes y en la activacion de oncogenes (TABLA II) (Gonzalgo e Isaacs, 2003; Shand y
Gelmann, 2006). También hay evidencias que indican la presencia de una inestabilidad
genética subyacente, que podria facilitar la progresion del tumor (Meeker, 2006; Pihan et al.,
2003). A pesar de que estos cambios genéticos y epigenéticos son cruciales para comprender
“como” surge el PCa, otra de las preguntas claves es “porqué” el PCa es tan comun. Los
factores de riesgo mas consistentes para el desarrollo del PCa son: la edad avanzada, el
historial familiar, la raza y la dieta. Un enigma sorprendente es la selectividad del érgano
dentro del sistema genitourinario. Mientras hay aproximadamente 280.000 nuevos casos de
PCa en los Estados Unidos por afo, hay menos de 50 casos reportados de carcinoma
primario de la vesicula seminal (Bostwick, 1997). La segunda pregunta intrigante es la
variacion geografica en la incidencia del PCa: la poblacion china y japonesa que migra a
Occidente adquiere un mayor riesgo de contraer la enfermedad dentro de una misma
generacion (Peto, 2001). Estos datos avalarian el efecto del ambiente en el desarrollo del
PCa. Una tercera incognita es la predileccion del PCa por una zona especifica. La mayoria
de las lesiones carcinogénicas ocurren en la zona periférica de la glandula, con menor

frecuencia en la zona de transicidn, y casi no se observan lesiones en la zona central (Fig. 8)

(De Marzo et al., 2007).
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TABLA II. Cambios somaticos genéticos y epigenéticos en cancer de prostata
Gene and gene type Location Notes
Tumour-suppressor genes
CDKN1B 12p13.1-p12  Encodes the cyclin-dependent kinase inhibitor p27. One allele is frequently deleted in primary tumours
NKX3.1 8p21.2 Encodes prostate-restricted homeobox protein that can suppress the growth of prostate epithelial
cells. One allele is frequently deleted in primary tumours
PTEN 10q23.31 Encodes phosphatase and tensin homologue, which suppresses cell proliferation and increases
apoptosis. One allele is frequently lost in primary tumours. Some mutations are found in primary
tumours and more in metastatic lesions
TP53 17p13.1 Has many tumour-suppressor functions, including cell-cycle arrest in response to DNA damage.
senescence in response to telomere dysfunction. and the induction of apoptosis. Mutations are
uncommon early. but occur in about 50% of advanced or hormone-refractory prostate cancers
Oncogenes
MYC 8q24 A transcription factor that regulates many target genes involved in cell proliferation, senescence,
apoptosis and cell metabolism. Overexpression can directly transform cells. mRNA levels are commonly
increased in all disease stages through unknown mechanism(s). Low-level amplification of the MYC
locus is common in advanced disease
ERG 21q22.3 Proposed new oncogene for prostate cancer. Fusion transcripts with the 5" portion of androgen-
regulated gene (TMPRS522) arise from deletion or chromosomal rearrangements commonly found in
all disease stages
ETVi~4 7p213, Encodes ETS-like transcription factors 1-4, which are proposed to be new oncogenes for prostate
19q13.12. cancer. Fusion transcripts with the 5’ portion of androgen-regulated gene (TMPRS522) arise from
1q21-q23. chromosomal rearrangements commonly found in all disease stages
17q21.31
AR Xq11-12 Encodes the androgen receptor. Protein is expressed in most prostate cancers, and the locus is
amplified or mutated in advanced disease and hormone-refractory cancers
Activation of the enzyme Maintains telomere function and contributes to cell immortalization. Activated in most prostate
telomerase cancers. mechanism of activation may be through MYC activation
Caretaker genes
GSTP1 11q13 Encodes the enzyme that catalyses the conjugation of reduced glutathione to electrophilic
substrates. Functions to detoxify carcinogens. Itis inactivated in more than 90% of cancers by somatic
hypermethylation of the CpG island within the upstream regulatory region
Telomere dysfunction Chromosome  Contributes to chromosomal instability. Shortened telomeres are found in more than 90% of prostatic
termini intraepithelial neoplasia (PIN) lesions and prostate cancer lesions
Centrosome N/A Contributes to chromosomal instability. Centrosomes are structurally and numerically abnormal in
abnormalities most prostate carcinomas.
Other somatic changes
PTGS2,APC,MDR1, Various The hypermethylation of CpG islands within upstream regulatory regions occurrs in most primary

(De Marzo et al., 2007)
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FIGURA 8. Predisposicion al cancer de préstata segiin la zona grandular.

La mayoria de las lesiones cancerosas ocurren en la zona periférica de la glandula, algunas ocurren en la
zona de transicion y casi ninguna ocurre en la zona central. La mayoria de las hiperplasias benignas de
prostata (BPH) se desarrollan en la zona de transicion y pueden aumentar su tamaifio
considerablemente. La inflamacion encontrada en la zona de transicion esta asociada con los nédulos de
BPH y la atrofia, y esta tiltima esta presente frecuentemente dentro y alrededor de los nédulos de BPH.
La inflamacion aguda puede ser prominente tanto en la zona periférica como en la de transicion, pero es
muy variable. La inflamacion en la zona periférica ocurre en asociacion con la atrofia en la mayoria de
los casos. Los carcinomas en la zona periférica se encuentran frecuentemente en asociacion con el PIN
de alto grado, mientras que el carcinoma en la zona de transicion tiende a ser de menor grado y esta mas
frecuentemente asociado con hiperplasias adenomatosas atipicas o adenosis, y menos asociado con el
PIN de alto grado. Los diversos patrones de atrofia prostitica, algunos de los cuales se mezclan
directamente con el PIN y a veces con pequeiias lesiones de carcinoma, son a su vez mas prevalentes en
la zona periférica, con menor ocurrencia en la zona de transicion y muy pocos en la zona central.
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LI1.2.2 EL ROL DE LA ATROFIA INFLAMATORIA PROLIFERATIVA

Histologicamente, la mayoria de las lesiones que contienen tanto infiltrados inflamatorios
agudos o crénicos en la prostata, estdn asociados con un epitelio atréfico o con una atrofia
epitelial focal (De Marzo et al., 1999; Franks, 1954a). Areas focales de atrofia epitelial son
comunes en la prostata envejecida (De Marzo et al., 1999; Franks, 1954a; Rich, 1934), y
frecuentemente abarcan una gran fraccion de la zona periférica, donde la atrofia ocurre con
mayor frecuencia (McNeal, 1988; Rich, 1934). Al comparar con el epitelio normal, hay una
fraccion aumentada de células epiteliales que proliferan en las lesiones focales atréficas (De
Marzo et al., 1999; Feneley et al., 1996; Ruska et al., 1998) y se ha propuesto el nombre de
atrofia inflamatoria prostatica (PIA) para la mayoria de dichas lesiones atréficas (De Marzo
et al., 1999; van Leenders et al., 2003). No todas las atrofias prostaticas focales muestran un
aumento de células inflamatorias, y por eso, estas lesiones reciben el nombre de atrofia
proliferativa. Estudios morfoldgicos han demostrado transiciones entre el epitelio atrofico y
el adenocarcinoma (Franks, 1954b; Montironi et al., 2002; Nakayama et al., 2003), y
transiciones frecuentes entre areas de PIA y/o atrofia proliferativa con neoplasia
intraepitelial prostatica de alto grado (HPIN) (De Marzo et al., 1999; Putzi y De Marzo,
2000). A pesar de que hay evidencias de cambios genéticos en PIA y en la atrofia
proliferativa, surge a partir de todos los estudios publicados que tanto PIA como la atrofia
proliferativa no ocultan alteraciones genéticas clonales. Muestras de tejido de pacientes con
BPH, que como ya especificamos ocurre en la zona de transicion de la glandula (Fig. 8),
presentan areas con un marcado incremento en el nimero de células inflamatorias cronicas.
En estas aéreas, pareciera que el epitelio se encuentra atréfico, indicando que estas regiones

pueden considerarse como PIA de la zona de transicion.

Varios caminos moleculares de sefializacion claves involucrados en PCa también se han
encontardo alterados en las lesiones PIA. Por ejemplo, la expresion proteica de genes
supresores tumorales como NKX3.1 (Bethel et al., 2006) y CDKNIB, que codifica para p27
(De Marzo et al., 1999; van Leenders et al., 2003), estan reprimidos en las lesiones atroficas
focales. Estos genes estan altamente expresados en el epitelio prostitico normal, y

frecuentemente reprimidos o ausentes en PIN y PCa.
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L.I1.2.3 FUENTES DE INFLAMACION PROSTATICA

En la mayoria de los casos, la causa de la inflamacion prostatica se desconoce. Varias
fuentes potenciales existen para el incidente inicial, como la infeccion directa, el reflujo
urinario que induce el trauma fisico y quimico, factores dietarios, estrogenos, o una
combinacion de dos o mas de estos factores (Fig. 9). Mas atn, cualquiera de estos factores
podria llevar a una ruptura de la tolerancia inmunogénica y al desarrollo de una reaccion

autoinmune en la prostata.

Bactenia
’
.

a Infectious agents
b Hormonal changes

Viruses

Estradiol

¢ Physical trauma

‘Compora amylacea

Charred meat

(De Marzo et al., 2007)

FIGURA 9. Causas posibles de la inflamacién prostatica.

Agentes infecciosos. Se han observado varios organismos patogénicos que pueden infectar e
inducir una respuesta inflamatoria en la prostata. Estos incluyen los organismos de

transmision sexual como la Neisseria gonorrhoeae (Pelouze, 1935), Chlamydia trachomatis
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(Poletti et al., 1985), Trichomonas vaginalis (Gardner et al., 1986) y Treponema pallidum
(Thomson, 1920), y otras bacterias de transmisién no-sexual como Propionibacterium acnes
(Cohen et al., 2005). También estan aquellas bacterias que se sabe causan prostatitits cronica
o aguda, primariamente las Gram negativas como Escherichia coli (Bushman, 2000). A
pesar de que estos patdgenos han sido identificados en la prostata, el grado de infeccion que

causan en la misma varia.

Los virus también pueden infectar la prostata. El papillomavirus (HPV), el virus humano
herpes simple tipo 2 (HSV2), el citomegalovirus (CMV) y el virus humano herpes simple
tipo 8 (HHVS) se detectaron en la prostata (Samanta et al., 2003; Strickler y Goedert, 2001;
Zambrano et al., 2002). Se desconoce la frecuencia con que estos agentes infectan la
prostata y si producen una respuesta inflamatoria. En conclusion, muchos patdgenos
diversos pueden infectar esta glandula. Mientras algunos de ellos estan asociados a la

inflamacion, otros se han encontrado no asociados a la misma.

Varios estudios avalan el argumento de una relacion entre la inflamacion y el PCa. Entre
ellos se puede observar experimentos que muestran que personas que consumen agentes
anti-inflamatorios tienen un menor riesgo de contraer PCa (Jacobs et al., 2005). Estudios
caso-control y estudios prospectivos, sugieren una reduccion del ~15-20% en el riesgo de
contraer PCa en personas que consumen aspirina regularmente o drogas antiinflamatorias
no-esteroideas (NSAIDs) comparado con aquellas que no consumen regularmente estas
drogas (Chan et al., 2006; Mahmud et al., 2004). Sin embargo, en un estudio mayor el efecto

solo se observo en los consumidores a largo término (Jacobs et al., 2005).

A pesar de que diversos trabajos reportan una asociacion positiva entre la prostatitis clinica
y el PCa (Dennis et al., 2002; Jacobs et al., 2005), otros estudios no han encontrado dicha
asociacion, excepto en aquellos hombres diagnosticados con cancer a una edad temprana
(Sutcliffe et al., 2006). Aunque no queda claro porque el efecto fue solamente observado en
estadios tempranos del PCa, es posible que la prostatitis clinica esté asociada con una

subpoblacion de pacientes con PCa que se manifiesta a una edad relativamente temprana.

Para determinar si la inflamacion estd relacionada al PCa independiente de los sintomas
clinicos, sera crucial comparar los patrones de inflamacioén en las biopsias de prostata de

hombres con o sin carcinoma. Como la inflamacion es muy comun en los especimenes de
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esta glandula, estas mediciones deberan ser cuantitativas y requeriran de un tamafio de

muestra mayor.

Reflujo urinario, trauma quimico y fisico. La irritacion quimica, producto del reflujo
urinario ha sido propuesta como un agente etiologico del desarrollo de la inflamacion
cronica en la prostata (Mahmud et al., 2004). A pesar de que la orina contiene diversos
componentes quimicos que podrian ser toxicos para el epitelio prostatico, el dcido Urico en
particular pareceria ser muy dafiino (Persson y Ronquist, 1996). Trabajos recientes han
implicado al acido Urico cristalino como una “sefial de peligro” disparada por células en
proceso de muerte, y se ha demostrado que este proceso involucra una crioporina
(caspase-1-activating NALP3) presente en las células del sistema inmune innato
(primariamente macrofagos), resultando en la produccion de citoquinas inflamatorias que
pueden aumentar el influjo de otras células inflamatorias (Martinon et al., 2006).
Adicionalmente, el reflujo urinario de agentes quimicos que producen injuria puede
funcionar en conjunto con agentes infecciosos para aumentar la inflamacion de la prostata.
Otra forma por la cual la inflamacidon podria ocurrir es a través el desarrollo de cuerpos
amilaceos (Fig. 9). Se cree que los cuerpos amilaceos podrian contribuir en el proceso
inflamatorio de la prostata, con la infeccién persistente y con la carcinogénesis prostatica
porque se observa frecuentemente de forma adyacente al epitelio dafiado y a los infiltrados
inflamatorios focales (De Marzo et al., 2007). Diversos estudios han encontrado que la
eyaculacion frecuente, que podria determinar la tasa de formacion de los cuerpos amilaceos
intraluminales y el tiempo de contacto entre los agentes quimicos como el acido urico u
otros carcindgenos urinarios y el epitelio prostatico, se relaciona con una disminucién en la
incidencia del PCa (Leitzmann et al., 2004). También se han localizado espermatozoos en
tejidos prostaticos, y se ha encontrado una asociacion entre el movimiento retrégrado de las
células del esperma hacia la prostata y la inflamacion (De Marzo et al., 2007) o PIA (Chen

et al., 2006a).

Factores Dietarios. Estudios epidemiologicos han revelado una relacion entre la incidencia
y la mortalidad de PCa con el consumo de carnes rojas y grasa animal (Michaud et al.,
2001). Un mecanismo por el cual las carnes pueden estimular el desarrollo del cancer podria

estar relacionado con la formacion de aminas heterociclicas (HCAs) (Sugimura et al., 2004).
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La exposicion de ratas al compuesto 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b] piridina (PhIP)
induce la aparicion de carcinomas en intestino en ambos sexos, en la glandula mamaria en
las hembras y en la prostata en los machos (Knize y Felton, 2005). En las prostatas de los
roedores se distinguen cuatro l6bulos que no se corresponden anatdbmicamente con las zonas
prostaticas humanas, y el PhIP induce cancer unicamente en los lobulos ventrales de las
ratas (Inaguma et al., 2003). El PhIP funciona tanto como un clésico iniciador l6bulo-
especifico asi como un promotor tumoral. Se ha encontrado que unicamente el lobulo
ventral muestra un aumento en las células estromales y en la cantidad de macrofagos intra-
epiteliales y estromales (Nakai et al., 2007). Se observd que luego de 12 semanas de
exposicion al PhIP, el lobulo ventral desarrollé atrofia epitelial, para luego observar PIN y
carcinomas intraductales desarrolldndose directamente a partir del epitelio atréfico. Otros
han reportado resultados similares, en los cuales el tratamiento con PhIP indujo la
inflamacion y la atrofia previos a la induccion de PIN y de canceres intraductales
(Borowsky et al., 2006). A pesar de que todavia no se sabe si el aumento de células
estromales y de macrofagos 16bulo-especificos tiene un rol en el proceso neoplasico, los
mastocitos estromales estimulan la formacion del cancer en varios modelos animales,
probablemente como resultado de la liberacion de factores como el TNFa y de varias

proteasas, que podrian tener un rol importante en la tumorigénesis (Choo-Kang et al., 2005).

Estrogenos. Otra linea de investigacion para descifrar las causas de la inflamacion prostatica
y el PCa es el estudio de la exposicion a estrogenos. Los estrégenos estdn altamente
relacionados con los procesos autoinmunologicos en la mujer, las cuales a su vez estan mas
predispuestas a las enfermedades autoinmunes en comparaciéon con los hombres. Los
aumentos en los niveles estrogénicos, debido a la exposicion como consecuencia del
desarrollo en la pubertad o del ambiente, se han relacionado al desarrollo del PCa (Coffey,
2001; Harkonen y Makela, 2004). Los estrogenos afectan el crecimiento y el desarrollo de la
prostata, y esto ocurre por rutas indirectas en el eje hipotalamico-pituitario-gonadal, a través
de la prolactina y también por efectos directos mediados por los ERa (que se expresan
principalmente en el estroma) y los ERB (que se expresan principalmente en el epitelio)
(Gilleran et al., 2003; Harkonen y Makela, 2004; Huang et al., 2004). Los estrogenos
suministrados a roedores recién nacidos resultan en la inducciéon de un estado de

“imprinting” o de “estrogenizacion del desarrollo” en los cuales se observan defectos del
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desarrollo tisular, incluyendo reduccion del crecimiento prostatico. Este tratamiento también
produce inflamacion l6bulo-especifica, hiperplasia y PIN (Huang et al., 2005). Virtualmente,
todos estos efectos estdn mediados por ERa (Prins et al., 2001). Por lo tanto, es muy posible
que la inflamacién crénica en la prostata adulta humana pueda reflejar una reaccion

autoinmune causada, en parte, por los estrogenos.

I.I1.2.4 RUPTURA DE LA TOLERANCIA INMUNOGENICA A LOS ANTIGENOS
PROSTATICOS

Otro mecanismo potencial para la inflamacién crénica en la préstata que podria estar
correlacionado con todas las formas anteriormente mencionadas de injuria prostatica, es que
las células epiteliales dafiadas podrian liberar antigenos que resultasen en la ruptura de la
“tolerancia” inmunogénica aparente de la prostata. Por ejemplo, muchos antigenos
prostaticos se expresan recién luego de la pubertad, cuando la glandula atraviesa el
crecimiento y desarrollo estimulado por hormonas. Esto podria resultar en una falta de
tolerancia inmune fisioldgica a estos antigenos. Por lo tanto, cuando se liberan durante la
injuria prostatica, podrian activar una respuesta inmune resultando en una reaccion
especifica a los antigenos restringidos a la prostata. Mas aun, se ha reportado una respuesta

inmune de los linfocitos T al PSA en pacientes con prostatitis cronica (Ponniah et al., 2000).

Diversos mecanismos no infecciosos podrian llevar al dafio de las células epiteliales y
estromales prostaticas. Se sabe que las células dafiadas disparan una sefial de “respuesta al
dafio” que resulta en una inflamacion aguda. El &cido urico cristalino es particularmente
interesante en este contexto, ya que interactiia directamente con un receptor que es parte de
una via de sefalizacion de la respuesta inmune innata que puede estimular potentemente a la
inflamacion. El hecho de que PhIP induce la inflamacion prostatica y la atrofia también es
de gran interés, ya que esto relacionaria el tipo de dieta con estos procesos en el camino
hacia la carcinogénesis prostatica. La exposicion continua a agentes injuriosos también
podria preparar a la prostata para la inflamacion cronica que desencadenaria una respuesta
inflamatoria sostenida en el tiempo y posteriormente cancer. Finalmente, todos estos
mecanismos de injuria epitelial cronica podrian resultar también en una funcién de
proteccion disminuida, facilitando el crecimiento de agentes infecciosos que podrian a su

vez aumentar mas aun la respuesta inflamatoria y permitir la acumulacion de metabolitos
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urinarios en el intersticio prostatico donde podrian estimular y aumentar la reaccion

inflamatoria (De Marzo et al., 2007).

LIL.2.5 IMMUNOBIOLOGIA DE LA INFLAMACION PROSTATICA

La prostata normal, como todos los demds organos, contiene células inflamatorias
endogenas que consisten en linfocitos T y B estromales y epiteliales (Bostwick et al., 2003),
macréfagos y mastocitos. Sin embargo, la mayoria de los tejidos prostaticos adultos
contienen un aumento de los diversos infiltrados inflamatorios (De Marzo et al., 2007). En
términos de la biologia de las células inflamatorias y la naturaleza de la respuesta inmune en
la préstata, la mayoria de los trabajos se ha enfocado en comparar tejidos con BPH, con
muestras de zonas de transicion normal y con carcinomas en esta misma region. Steiner y
colaboradores han examinado las propiedades inmuno fenotipicas y biologicas de las células
inflamatorias cronicas en BPH y tejidos de prostata normal (Steiner et al., 2003a; Steiner et
al., 2003b). Ellos muestran que de las células CD45+ que se encuentran aumentadas (todos
los leucocitos expresan CD45 y los no-leucocitos, no lo expresan), 70-80% son linfocitos T
CD3+, mientras que 10-15% son linfocitos B CD19+ o CD20+. El nimero de macrofagos
también se encuentra aumentado en estas lesiones inflamatorias. En términos del fenotipo de
los linfocitos T, hay una razon revertida CD8:CD4, de tal manera que la mayoria de las
células T presentes en las areas normales expresan CD8, pero la mayoria de las células T en
las areas inflamadas expresan CD4. En términos de los receptores de células T (TCRs), 90%
de estas células representan células Taf estandar (que expresan TCRaf}), con menos del 1%
representando células Tyd. El antigeno mayor de histocompatibilidad clase II (HLADR) que
indica si las células T estan activadas por sefialacion via antigeno, estd presente en el 40%
de las células T CD3+, y muchas de éstas expresan CD45RO, indicando que estas son
células con “experiencia antigénica” (Steiner et al., 2003b). Ninguna de estas células T en el
epitelio normal prostatico mostrd evidencia de su activacion o de tener “experiencia
antigénica”.

Las respuestas de las células T CD4+ pueden dividirse en diversos tipos que se clasifican
segun su perfil de citoquinas. Los linfocitos Tul producen interferon y y TNFa, mientras

que los Tu2 producen IL-4, IL-5 e IL-13.
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Los linfocitos T regulatorios (Treg) que pueden suprimir la respuesta adaptativa de los
linfocitos T y la autoinmunidad, se caracterizan por la expresion de CD25 y el factor de
transcripcion FOXP3. También secretan TGF. Se reportd que los TuO (células T que no
expresan ninguna de las citoquinas previamente indicadas) y las Tul eran predominantes en
las lesiones inflamatorias de BPH y en carcinomas; también se observaron algunas
caracteristicas de la respuesta T2 . Todavia no se llevaron a cabo experimentos en las otras
zonas prostaticas o en las areas de la atrofia focal o en la zona periférica donde hay PIN.
Recientemente se ha mostrado que los linfocitos T CD4+ y CD25+ con propiedades de
linfocitos Treg incluyendo la expresion de la proteina FOXP3, estdn presentes en gran

cantidad en el PCa localizado en comparacion con tejidos normales prostaticos (Miller et al.,

2006).

Otros grupos de investigacion también han sugerido la importancia de un subgrupo de
linfocitos T CD4 efectores conocidos como Tul7, que se desarrollan a través de
determinadas citoquinas (especialmente IL-23) distintas de las involucradas en las
respuestas Tul y Tu2, y se caracterizan por la produccion de IL-17 (Weaver et al., 2006).
Estas células son requeridas en modelos de artritis y encefalitis (Weaver et al., 2006), mas
aun la IL-23 es requerida para el desarrollo de cancer de piel en respuesta a la exposicion de
carcindgenos en ratones (Langowski et al., 2006). Un rol potencial para las Tul7 en la
inflamacion prostatica ha sido previamente demostrado antes de que este linaje de células
Tul7 haya sido reconocido como distintivo. Steiner y colaboradores mostraron que los
linfocitos T activados en BPH y en PCa expresan altos niveles de IL-17 (Steiner et al.,
2003a). Se requiere una mayor investigacion que revele las propiedades biologicas y
fenotipicas de todos los subgrupos de linfocitos T en la prostata, previo a comprender el
significado de la inmunidad adquirida en la carcinogénesis prostatica. Los métodos tales
como el andlisis de imagenes cuantitativo de los subgrupos de células inflamatorias
observados por inmunohistoquimica, como también la citometria de estos subgrupos
utilizando tejidos aislados de areas histolégicamente definidas, seran cruciales para obtener

esta informacion.

L.I1.2.6 HIPOTESIS DE “INJURIA'Y REGENERACION”

El modelo de De Marzo y colaboradores (Fig. 10) sugiere que reiterados eventos de injuria
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(y muerte celular) ocurren en el epitelio prostatico, como resultado del dafio oxidativo y/o
nitrosativo de las células inflamatorias en respuesta a patogenos, a la enfermedad
autoinmune o a la injuria directa de los carcindgenos circulantes y/o toxinas derivadas de la
dieta o de la orina que han vuelto hacia la prostata por reflujo (De Marzo et al., 2007). La
manifestacion morfologica de esta injuria es la atrofia focal o PIA, que podria postularse
como la sefal de la carcinogénesis prostatica. Las manifestaciones bioldgicas son un
incremento de la proliferacion y un aumento masivo de células epiteliales que poseen un

fenotipo intermedio entre las células basales y las células luminales maduras (De Marzo et

al., 2004; van Leenders et al., 2003).
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FIGURA 10. Modelo celular y molecular de la progresion de l1a neoplasia temprana prostatica.

A) Este estadio se caracteriza por la infiltracién de linfocitos, macréfagos y neutrofilos (causada tanto
por infecciones repetidas, factores dietarios y/o la activacion de la autoinmunidad). Los fagocitos liberan
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno causando dafio en el DNA, injuria y muerte celular, que
disparan la regeneracion de las células epiteliales. La manifestacion morfolégica de la injuria celular es
la atrofia prostatica focal. La represion de las proteinas p27, NKX3.1 y PTEN en las células luminales
estimula la progresion del ciclo celular. Los genes de respuesta a estrés como la GSTP1, GSTA1 y COX2
estan inducidos. B) El subsiguiente silenciamiento de GSTP1 a través de la metilacion de su promotor en
subgrupos de células facilita mas aun el acortamiento de los telomeros. C) Las células que contienen los
alelos GSTP1 metilados y telomeros acortados tienen telomeros disfuncionales y por ende son mas
factibles de pasar por alto los puntos de chequeo de la senescencia. Esto favorece la inestabilidad
gendmica y la acumulacion consecuente de los cambios genéticos. D) La continua proliferacion de las
células luminales que son genéticamente inestables, como los rearreglos genéticos que llevan a la fusion
de genes como TMPRSS2-ETS, resulta en la progresion de carcinomas invasivos y en la aparicion de
PIN.

L.III HEMO OXIGENESA 1 (HO-1)

L.III.1 GENERALIDADES

La hemo oxigenasa (HO) (EC 1.14.99.3), originalmente descripta como una proteina de

membrana microsomal, cataliza el primer paso limitante en la degradacion oxidativa del
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hemo (Fig. 11) para producir mondxido de carbono (CO), biliverdina IXa , la cual es
reducida rapidamente a bilirrubina por la biliverdina reductasa, y hierro ferroso (Tenhunen
et al., 1969). Hasta el momento se conocen tres isoformas de esta enzima HO-1, HO-2 y
HO-3 derivadas de diferentes genes (McCoubrey et al., 1997; Ryter et al., 2002). Todos los
productos de la reaccion enzimatica de HO ejercen efectos pleiotropicos incluyendo
numerosas respuestas citoprotectoras (Takahashi et al., 2007). La bilirrubina y la biliverdina
son los scavengers enddgenos mas potentes de las especies reactivas del oxigeno (ROS)
(Stocker et al., 1987). El CO ejerce efectos anti-apoptdticos y anti-inflamatorios a través de
la guanilato ciclasa. Suprime la producciéon de TNFa, de IL-1f y de la quimioquina CCL4
(proteina 1p inflamatoria de macrdéfago) y a su vez activa la sintesis de la interleuquina anti-
inflamatoria IL-10 (Otterbein et al., 2000). Por otra parte, el hierro a pesar de su
participacion en la reaccion de Fenton que lleva a la formacion de radicales hidroxilos
altamente reactivos, también activa la ATPasa-Fe, un trasportador que remueve el hierro
intracelular e induce la expresion de las cadenas pesadas de la ferritina que secuestra al

hierro libre, ejerciendo roles citoprotectores especificos (Crichton et al., 2002).
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FIGURA 11. Hemo oxigenasa 1: Degradacion catalitica del grupo hemo.
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Los productos de la reaccion enzimatica catalizada por HO-1 son el hierro libre, la biliverdina y el CO
adaptado de Otterbein et al., 2003. B) Ciclo catalitico de la hemo oxigenasa. El paso clave es la
hidroxilacion inicial para dar el a-meso-hidroxihemo. Este paso requiere dos electrones del NADPH, via
NADPH-citocromo P450 reductasa (adaptado de Poulos et al., 2005).

La HO-1 se ha conservado evolutivamente y se ha detectado en bacterias, plantas, hongos y
animales, confirmando la importancia de esta isoforma para el funcionamiento apropiado de

los diferentes organismos (Loboda et al., 2008).

En la actualidad el efecto protector de HO-1, ejercido por sus productos y por la proteina
misma, es ampliamente aceptado (Lin et al., 2007b). Esta isoforma se induce en respuesta a
una variedad de estimulos, incluyendo al grupo hemo (Maines, 1999). La isoforma HO-2 es
constitutiva y esta presente en altas concentraciones en el cerebro y en los testiculos. La
isoforma HO-3 es estructuralmente similar a la HO-2, pero se diferencia al tener una

actividad catalitica muy baja (McCoubrey et al., 1997)

LIIL.2 LOCALIZACION CELULAR
Historicamente HO-1 se caracterizo por su localizacion en el reticulo endoplasmatico liso
(REL) como una proteina integral de membrana (Tenhunen et al., 1968, 1969). Sin embargo,

trabajos de los ultimos afios han detectado su redistribucion en varias fracciones celulares

luego de la induccién por estrés (Fig. 12) (Kim et al., 2004).

Se observo alta actividad de HO-1 en fracciones microsomales que contenian membranas
celulares, y esta proteina pudo aislarse en asociacion con NADPH-citocromo P450
reductasa y NADPH-biliverdina reductasa (Yoshinaga et al., 1982). Contiene un dominio
carboxi terminal hidrofébico, el cual le permite anclarse en las membranas celulares (Keyse
and Tyrrell, 1989). En células endoteliales quiescentes de la microvasculatura cerebral de
cerdos recién nacidos se observo, mediante inmunofluorescencia, que HO-1 se distribuia en
la envoltura nuclear y en la zona perinuclear del citoplasma, pero no se observo tincion en el
nucleo (Parfenova et al., 2001). Se reportd localizacion nuclear de HO-1 en cultivos
primarios de células astrogliales de rata, y se sugiridé que su translocacion estaria asociada a
procesos involucrados en el desarrollo del cerebro y en enfermedades neurodegenerativas,
indicando que esta proteina podria modular los caminos de transduccion de senales y
funcionar como un mecanismo importante para la regulacion de factores de transcripcion
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nucleares (Li Volti et al., 2004). En células endoteliales arteriales de pulmoén de rata (PAEC)
ciertos inductores de HO-1 (hemina o LPS) o su sobre-expresion provocada por hipoxia
alter6 su patron de distribucion celular. Se midi6 actividad de HO-1 en membrana
plasmatica, en citosol y en caveolas aisladas y la expresion de HO-1 aument6 en la fraccion
de membrana plasmadtica resistente a detergentes que contenia caveolina-1. Ademas, se
detectd actividad de biliverdina reductasa endogena en las caveolas, apoyando las
evidencias que demuestran que ambas enzimas se encuentran en el mismo compartimiento
celular (Kim et al., 2004). Slebos y colaboradores encontraron acumulacion de la proteina
activa en la mitocondria de células epiteliales de pulmon, preservando la produccion de
ATP mitocondrial y previniendo la muerte celular en respuesta a formas discretas de estrés
(Slebos et al., 2007). Converso y colaboradores observaron localizacién mitocondrial de
HO-1 en higado de rata, proponiendo que HO-1 tendria un rol bioldgico importante en
regular la tasa de proteinas hémicas mitocondriales y en la proteccién contra condiciones
oxidantes (Converso et al., 2006). En células de pulmoéon de fetos de rata (RFL-6),
transfectadas con la secuencia completa del cDNA de HO-1 y expuestas a hiperoxia, se
observd localizacion perinuclear seguida por migracion hacia el nucleo (Suttner et al.,
1999). Este fendmeno no se habia reportado previamente y se propuso que HO-1 podria
servir como una chaperona o un mensajero nuclear. Ademas, un hecho interesante para
resaltar es que cuando el nivel de la actividad de HO-1 era bajo, la proteina estaba localizada
en el nucleo pero atn habia aumento de la supervivencia celular bajo hiperoxia. Sin
embargo, no es claro si la proteina HO-1 en si misma puede tener un rol protector en el
nucleo (Suttner et al., 1999). Giordano y colaboradores detectaron un aumento en el nimero
de nucleos con tincion positiva para HO-1 en tejido adiposo marrén de ratas expuestas a
estrés térmico, y sefialaron que los productos secundarios de HO-1 fueron capaces de
modular genes involucrados en la adipogénesis (Giordano et al., 2000). En el cerebro de rata
se detectd inmunotincidon positiva de HO-1 y HO-2 en la zona perinuclear. EI nivel de la
expresion de HO-1 fue similar entre cerebros de ratas viejas y cerebros humanos con
enfermedades neurodegenerativas (Ewing y Maines, 2006). El tratamiento con drogas
neuroprotectoras aumento notoria y selectivamente la expresion de HO-1 en el nucleo de las
células de la septa triangular en animales jovenes (Ewing y Maines, 2006; Wang et al.,
2003). La funcién de HO-1 en el nucleo podria estar relacionada con su fosforilacion y con
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la transcripciéon de genes. Sin embargo, hasta la fecha, el conocimiento de la
compartimentalizacion intracelular de HO-1 es limitado y su funcion nuclear debe ser

dilucidada ya que parece ser tejido dependiente.

Evidencias aportadas recientemente documentan la localizacién nuclear de una forma trunca
de la proteina HO-1 como consecuencia del clivaje del extremo C-terminal unido a
membrana en células NIH3T3 (Lin et al., 2008b). Extractos nucleares enriquecidos con esta
forma de la proteina HO-1 estaban deprivados de la actividad enzimatica normal. Esto
sugiere un rol diferencial para la proteina HO-1 en las fracciones nucleares (Lin et al.,
2007b). Simultdneamente a estos hallazgos, nuestro grupo de investigacion ha demostrado
recientemente la localizacion nuclear de HO-1 en muestras humanas de carcinoma primario
de prostata e hiperplasias benignas por estudios de inmunohistoquimica. Sin embargo, por
técnicas de Western Blot y utilizando lineas celulares de PCa, demostramos que la sobre-
expresion de HO-1 conduce a su translocacion nuclear con conservacion de su peso

molecular (Sacca et al., 2007).

(Ryter et al., 2006)

FIGURA 12. Localizacion subcelular de las enzimas metabélicas del hemo.

El esquema muestra la posible copartimentalizacion subcelular de las principales enzimas en la
degradacion del hemo. La localizacion de HO-1 en el reticulo endopliasmico (RE), y en la caveola. BVR:
biliverdina reductasa, RER: reticulo endoplasmico rugoso, SER: reticulo endoplasmico liso.
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L.IIL.3 REGULACION DE LA EXPRESION

Bajo condiciones basales, HO-1 (identificada como la proteina de shock térmico 32, HSP32)
se expresa predominantemente en tejidos con alto contenido de células reticulo endoteliales
como el bazo. Su expresion es estimulada por metales pesados, estrés, radiacion UV, agentes
quimicos, hipotermia, citoquinas, hormonas y ciertos agentes terapéuticos como drogas anti-

inflamatorias no esteroides (Ryter et al., 2006).

La induccion de HO-1 por varios estresores estd regulada principalmente a nivel
transcripcional. Multiples mecanismos y varias vias de sefializacion estan involucradas en la
activacion transcripcional del gen humano de HO-1 (hmoxi) incluyendo las proteinas
quinasas activadas por mitogenos (MAPK) (Ryter et al., 2006), la proteina quinasa C (PKC),
la proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina, el fosfoinositol y la proteina quinasa

A (PKA) (Kinobe et al., 2008; Ryter et al., 2006).

Entre los factores de transcripcion responsables de la activacion de HO-1 encontramos

miembros de las familias de los factores de shock térmico (HSF), de NF-xB, del factor

nuclear eritroide 2 (NF-E2) y de AP-1.

El elemento mejor identificado en el promotor del gen hmoxI, es una secuencia de diez
pares de bases denominado elemento de respuesta a estrés (SRE) que esta presente en
multiples copias dentro de dos regiones enhancer, DE1 y DE2 (Alam, 1994; Alam et al.,
1995; Alam et al., 2000) y que media la activacion de la transcripcion en respuesta a casi
todos los inductores hasta ahora estudiados. Los SRE son blancos de multiples proteinas
diméricas generadas por homodimerizacion intrafamiliar o heterodimerizacién intra e
interfamiliar de miembros individuales de Jun, Fos, CREB, ATF, MAF y Cap ‘N’ collar-
basic leucin zipper. (Alam and Cook, 2003). Estos SRE, también conforman las secuencias
de los elementos de reconocimiento a Maf (MARESs). Heterodimeros de factores cierre de
leucina basicos incluyendo NF-E2, factores relacionados a NF-E2 (Nrfl, Nrf2 y Nrf3) y
proteinas pequefias Maf (del inglés muscle aponeurotic fibrosarcoma), inducen HO-1 a
través de estos MAREs (Alam et al., 1999). Los MAREs son también reconocidos por la
familia de proteinas AP-1 (Alam y Cook, 2003). El SRE es funcional y estructuralmente
similar a ARE (elementos de respuesta anti-oxidante, cuya secuencia es
5’RTGACnnnGC-3’ (R=G o C)) y a MARE vy los tres elementos se utilizan indistintamente
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cuando se trata de la regulacion de HO-1 (Alam y Cook, 2007). Dichos elementos juegan un

rol crucial en la transcripcion de genes citoprotectores y detoxificantes (Chen y Kunsch,

2004).

La region 5’ flanqueante del gen Amox I contiene sitios de unién putativos para factores de
transcripcion que regulan la expresion de genes pro-inflamatorios, entre ellos NF-kB, AP-1/
2 y sitios para proteinas de union al enhancer CCAAT (Fig. 13) (Rushworth y O’Connell,
2004).

El principal factor de transcripcion que regula la expresion de genes dependiente de ARE es
Nrf2. En condiciones basales Nrf2 reside en el citosol unido al inhibidor Keap1 (del inglés
Kelch-like ECH-associated protein 1. En respuesta a anti-oxidantes y otros estimulos, Nrf2
es liberado de Keapl, se transloca al nicleo donde se dimeriza con miembros de la familia

de las pequenas proteinas Maf (Fig. 14).

-S000 <A1 A0 2200 23N <180 120

{ARE -cquanC;F | NF-xB | CCAAT |  NF-xBH Ap-2 ATG

~{ARE E { ARE [apg) - ARE [Apq}—

(Rushworth y O’Connell, 2004)

FIGURA 13. Representacion esquematica de la region 5’flanqueante del gen humano hmox1
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FIGURA 14. Inducciéon de HO-1 por Nrf2.

Varios agentes pueden influenciar la transcripcién de HO-1 via la activacién de diferentes quinasas y del
factor de transcripcion Nrf2. Keapl secuestra a Nrf2 en el citoplasma, sin embargo luego de la
estimulacion con compuestos modificadores de tioles, los grupos SH de las cisteinas de Keapl son
oxidados. Nrf2 sufre translocacion nuclear. Al mismo tiempo ocurre la exportacion nuclear del represor
transcripcional Bachl. En algunas células humanas (por ejemplo endoteliales), la hipoxia inhibe la
expresion de HO-1 por la induccion de Bachl, que al asociarse a los sitios MARE, bloquea la
transcripcién de HO-1.

Bachl, una proteina cierre de leucina, se ha identificado como un represor del gen himox 1
(Alam et al., 2004) el cual se une a regiones MARE del promotor de HO-1 y heterodimeriza
con proteinas Maf en ausencia de hemo. En presencia de hemo u otras metaloporfirinas
(Mps), Bach 1 se disocia de sus heterodimeros y es exportado del niicleo por un mecanismo
dependiente del translocador nuclear Crml (Suzuki et al., 2004). El desplazamiento de
Bachl conduce al reclutamiento de Nrf2 (Reichard et al., 2007). El hemo estabiliza a la
proteina Nrf2 y conduce a la acumulacion de los heterodimeros de Nrf2 y Maf que se unen a
MARE activando asi la transcripcion (Fig 15) (Abate et al., 2007). En conclusion el hemo
no solamente es un sustrato de la enzima HO-1, sino también un inductor natural de su

expresion.
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FIGURA 15. Mecanismo de accion propuesto para las metaloporfirinas (Mps) y/o hemo sobre la
activacion de la transcripcion de HO-1.
La actividad de Bach 1 es también regulada por estafio metaloporfirinas (entre ellas estafio
mesoporfirina) e hipoxia (Fig. 15) (Abate et al., 2007). El promotor de HO-1 y los
enhancers estan situados en una ambiente de la cromatina permisivo donde la histona H3 se
encuentra hiperacetilada independientemente de la actividad del gen (Sun et al., 2004). Por
lo tanto bajo condiciones basales, la estructura de la cromatina de HO-1 est4 en un estado de
pre-activacion, pero la transcripcion esta reprimida por Bachl (Kassovska-Bratinova et al.,
2009; Sun et al., 2004; Sun et al., 2002). El efecto de la hipoxia sobre la expresion de HO-1
es también dependiente de la especie y del tipo celular (Loboda et al., 2008). Bach 1 actiia
como un regulador inducible por hipoxia que a su vez reprime, como mencionamos
anteriormente, la transcripcion de HO-1. Aunque secuencias tipo elementos de respuesta a
hipoxia (HRE) se encontraron en las regiones promotoras de ~zmox (Deramaudt et al., 1998),
aun no es claro si ellas corresponden a HRE tipicos, por ejemplo secuencias TACGTG,
presente en elementos regulatorios de genes fuertemente inducidos en condiciones hipoxicas
como VEGF vy eritropoyetina (Loboda et al., 2008). Sin embargo, el efecto de la hipoxia

sobre la expresion de VEGF puede ser inhibitorio en muchos tipos celulares humanos
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investigados en contraste con otras especies animales donde la hipoxia induce la expresion

de este gen (Loboda et al., 2006).

Estudios recientes de Lin y colaboradores propusieron que la misma proteina HO-1 podria
regular su propia expresion de una forma feedback positiva, importante para la induccion
del gen en respuesta al estrés oxidativo (Lin et al., 2008b). En células NIHT3T la
transfeccion con cDNA HO-1 o la administracion de la proteina pura resultd en la activacion
del promotor de HO-1 rio arriba del gen reportero de la luciferasa, aumentando los niveles
de expresion del mensajero y de la proteina HO-1. Estos efectos eran independientes de su
actividad, ya que una mutante enzimaticamente inactiva producia la misma induccion del
promotor y la incubacioén con estafio protoporfirina (SnPP) no afectaba la activacion del
promotor. Mas aln analisis de delecion demostraron que los enhancers DE1 y DE2 del
promotor de HO-1 se requerian para esta autorregulacion. Estos experimentos documentaron
un ciclo de autorregulacion de HO-1 en condiciones de estrés oxidativo y sugieren que la
proteina cumple un rol en el proceso de su propia induccion. Los autores proponen que este
mecanismo puede ser Util para mantener la expresion de HO-1 cuando el sustrato es
limitante o puede servir para inducir otros genes a fin de promover la citoproteccion y

modular la proliferacion celular (Lin et al., 2008b).

L.III.4 ROL FISIOLOGICO

Clasicamente se ha considerado que la isoforma HO-1 trabaja como un sistema efectivo
contrabalanceando el dafio oxidativo (Maines, 1997; Otterbein et al/, 2003). Sin embargo,
también tiene una importante funcion regulatoria en el metabolismo del hierro (Poss y
Tonegawa, 1997a; Yachie et al., 1999), el cual cataliza la formacion del radical HO*

dafiando a las macromoléculas biologicas (McCord, 1998).

La diversidad de los inductores de HO-1 apoya la hipotesis de que HO-1 puede jugar un rol

o una funcion vital en el mantenimiento de la homeostasis celular (Wegiel et al., 2008).

A pesar de que en algunos casos se ha demostrado que las metaloporfirinas inhibidoras de
las actividad de HO-1, pueden proteger a las células contra el dafio (Wagner et al., 2000), el
rol antioxidante de HO-1 se basa en observaciones experimentales cruciales: 1) la expresion

del gen es muy sensible a la induccion por estrés oxidativo en varios tejidos de mamiferos
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(Maines, 1997), 2) la induccion de la proteina o la transfeccion con el gen HO-1 protege a
los tejidos contra el dafio oxidativo (Abraham et al., 2000) y 3) ratones knock-out presentan
una muy baja defensa al estrés oxidativo (Poss y Tonegawa, 1997a). Ademas se reporto, que
la bilirrubina derivada de la accion de la HO-1 reducia la apoptosis mediada por

peroxinitrito en células endoteliales (Clark et al., 2000).

La induccion de HO-1 es de considerable importancia en la iniciacion de los mecanismos de
proteccion celular luego de la exposicion a hiperoxia (Dennery et al., 1996; Dennery et al.,

1997) y a varios estimulos de estrés celular (Vogt et al., 1995).

El hemo, es una molécula esencial para varias funciones biologicas y ejerce multiples
acciones inmuno-regulatorias. Estimula la proliferacion y diferenciacion celular y promueve
la angiogénesis (Deramaudt et al., 1998), un fendmeno estrechamente relacionado a la
reaccion inflamatoria. Durante la inflamacion cronica HO-1 cumple dos roles, en primer
lugar ejerce una accion anti-inflamatoria inhibiendo el reclutamiento de leucocitos y en
segundo lugar promueve la angiogénesis no inflamatoria dirigida por VEGF para facilitar la
reparacion tisular (Bussolati et al., 2004). La induccion casi universal de la expresion de
HO-1 por pro-oxidantes y la observacion de que la biliverdina y la bilirrubina son potentes
anti-oxidantes, sugiere que el aumento de la actividad de HO-1 representa una respuesta
celular adaptativa y protectora frente al estrés celular. La importancia bioldgica de la
inducibilidad de HO-1 se ha demostrado por las anormalidades fisiologicas, incluyendo
retardo del crecimiento, anemia, leucocitosis y deposicion de hierro tisular en ratones knock-
out para HO-1 (Poss y Tonegawa, 1997a; Rushworth y O’Conell, 2004) y en un Unico caso
humano de deficiencia de HO-1 (Yachie et al., 1999). Ratones HO1-~ presentan importantes
diferencias en el perfil inmunoldgico respecto a los animales HO1 ** y una tendencia pro-

inflamatoria asociada a la deficiencia de HO-1 (Kapturczak et al., 2004).

Mediante técnicas de microarray de cDNA se han identificado varios genes involucrados en
la regulacion de la progresion del ciclo celular que responden a la sobre-expresion de HO-1
humana (Abraham et al., 2003). Los productos de la reaccion de HO-1 podrian ser valiosos
agentes terapéuticos y se ha especulado sobre las funciones de HO-1 proponiéndola como
un posible “embudo terapéutico”, mediador de los efectos beneficiosos atribuidos a otras

moléculas, tales como la IL-10, la o6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) y las

67



Gueron Introduccion

prostaglandinas (Otterbein et al., 2003).

En cuanto al rol de la HO-1 en el proceso tumoral, existen opiniones controvertidas: podria
contrarrestar el dano peroxidativo desencadenando la apoptosis de las células neoplésicas
(Caballero et al., 2004; Sacca et al., 2004; Wagener et al., 2003b) o podria protegerlas
jugando un rol antiapoptético, conduciendo a la proliferacion descontrolada (Inguaggiato et
al., 2001; Jozkowicz et al., 2007). Es conocido que en estos procesos participan las cascadas
de sefiales de las MAPKs (JNK, p38 y ERK1/2). A pesar de la extensiva caracterizacion del
camino de sefales de las MAPKs activado por estrés y la induccion generalizada del HO-1
como respuesta a este mismo proceso, poco se sabe sobre la interrelacion entre estas dos

vias de sefializacion y el proceso tumoral.

LIIL.S HO-1 Y PROLIFERACION

HO-1 ejerce efectos diferenciales sobre la proliferacion celular dependientes del tipo celular
y se postula que dichos efectos estan mediados por CO. Este gas inhibe la proliferacion de
las células de musculo liso vascular (VSMC) y la de los linfocitos T efectores mientras que
promueve la capacidad proliferativa de las células endoteliales y las células Treg (Pae et al.,

2004; Peyton et al., 2002; Song et al., 2002; Song et al., 2004).

Si bien se ha demostrado que el CO inhibe la progresion del ciclo celular en células que
proliferan de manera anormal como las células T efectoras en aldgrafos, Li Volti y
colaboradores comprobaron que la molécula liberadora de CO, CORM-1, es un potente
inductor de la angiogénesis (Li Volti et al.,, 2005). En VSMC, CO ejerce sus efectos
antiproliferativos a través de p38 y MAPK mientras que en células T, el CO actia via
inhibicion de la activacion de ERK (Wegiel et al., 2008). Los mecanismos que subyacen a
estos efectos diferenciales son desconocidos pero pueden involucrar la interaccion con otros

tipos celulares, tales como la induccion de TGFf en macrofagos, factor de crecimiento

necesario para disparar la proliferacion de células Treg (Chin et al., 2007).

El rol de HO-1 en cancer, una enfermedad claramente asociada a la proliferacion
descontrolada, es ain mas enigmatico. Por ejemplo, en cancer colorrectal se comprobd que
la proporcion de la invasion a nddulo linfatico fue més baja en muestras de pacientes con
expresion positiva para HO-1 y estos pacientes se caracterizaron por una tasa de sobrevida
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mayor (Becker et al., 2007). En contraste, varios estudios demostraron que la deplecion de

HO-1 o la inhibicién de su actividad puede bloquear la progresion del cancer (Fang et al.,

2003; Hirai et al., 2007; Was et al., 2006).

Trabajos recientes han sugerido que el CO bloquea la proliferacién celular en lineas
tumorales de cancer de prostata y este efecto es dependiente de la fosforilacion de la

proteina del retinoblastoma (Rb) durante la entrada al ciclo celular inducida por suero

(Wegiel et al., 2008).

Estos datos sugieren que el efecto de HO-1 y CO en la carcinogénesis es dependiente del
tipo de cancer y del estado genético de las células anormales. Mediante sincronizacion del
arresto del ciclo celular por CO y luego liberacion para permitir la entrada al ciclo, hace a
las células mas sensibles a la quimioterapia. Considerando la fuerte especificidad de HO-1/
CO en la regulacion del ciclo celular/proliferacion en las células bajo ciertas condiciones,
por ejemplo el arresto del ciclo celular de las VSMC hiperproliferativas en la neointima pero
no sobre las VSMC normales dentro del vaso, se propuso que HO-1/CO podria contribuir a

la capacidad de las células para discriminar entre células cancerosas y saludables (Fig. 16).

HO-1CO
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(Wegiel et al., 2008)

FIGURA 16. Representacion esquematica del eje HO-1/CO

El eje HO-1/CO actiia en la respuesta proliferativa para el beneficio del tipo celular involucrado de
manera de reestablecer la homeostasis. E1 CO bloquea el crecimiento celular tumoral hiperproliferativo
y promueve la muerte celular mientras que en simultaneo promueve la supervivencia celular normal (no
cancerosa) y la reparacion.
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L.III.6 HO-1 Y CICLO CELULAR

La proliferacion celular estd controlada primariamente por la regulacion del ciclo celular,
que consiste en cuatro fases: Go/Gi, S, G2, y M (Hunter, 1994). Este orden temporal
estrictamente controlado es impuesto por las ciclinas y las quinasas secuenciales llamadas
quinasas dependientes de ciclinas (cdk) (King et al., 1994). La actividad de los complejos
ciclinas/cdk es regulado negativamente por un niimero de inhibidores de cdk, que pueden
ser agrupados en dos familias distintivas. El primer grupo comprende a los miembros de la
familia INK4 que actian como inhibidores especificos de cdk-4 y cdk-6 e inducen p16™NK4a,
p15MNKab - ] 8INK4e v n]19INK4d (Harper et al., 1993; Hu et al., 1999; Macleod et al., 1995). El
segundo grupo comprende a los miembros de la familia p21WAFI/p27KIP1 - que bloquean la
progresion del ciclo celular inhibiendo a los complejos cdk/ ciclinas D, Ay E (Lee et al.,
2000). Las sefiales extracelulares que inhiben el crecimiento o lo promueven son integradas

en la fase Gj.

Hasta la fecha se han publicado resultados contradictorios sobre el rol de HO-1 en la
regulacion del ciclo celular. Algunos trabajos demostraron que la sobre-expresion de HO-1
induce p21 en SMC (Duckers et al., 2001) y en células epiteliales de rifion (Inguaggiato et
al., 2001). En astroglia, en musculo liso vascular, en epitelio tubular proximal y en
carcinoma de mama, la activacion de HO-1 result6 en arresto del crecimiento celular y este
efecto se asocio a la induccion de p21. Estos eventos provocaron una disminucion de la
proliferaciéon y confirieron marcada resistencia a la apoptosis contribuyendo de esta manera
a un patron alterado del crecimiento y la muerte celular (Gonzalez-Michaca et al., 2004;
Was et al., 2006). Este mismo efecto se observo en células humanas de tumores gastricos.
Los autores sugirieron que p21 ejercia proteccion contra el dafo oxidativo y promovia la
supervivencia de las células. El tratamiento con hemina provoc6 un marcado incremento en
los niveles de esta proteina, aumentando el porcentaje de células en la fase Go/G1 a expensas
de la disminucion en S/G2/M. Esta distribucion no fue afectada por el estado de p53 (Liu et

al., 2004).

La hipertension es una condicion patoldgica multifactorial y es considerada el factor de
riesgo prevalente para muchas enfermedades cardiovasculares incluyendo el infarto de

miocardio, la falla cardiaca, y las enfermedades de las arterias coronarias y periféricas. Entre
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las causas etioldgicamente conocidas para la hipertension se encuentra la proliferacion
anormal de las VSMC (Intengan y Schiffrin, 2001). Se ha comprobado que HO-1 confiere
proteccion vascular contra la proliferacion anormal (Durante, 2003). La sobre-expresion de
hmox1 o la administracion exdgena de un inductor de HO-1 reduce la proliferacion excesiva
de las VSMC (Juan et al., 2001) y tiene efectos terapéuticos beneficiosos en el
estrechamiento de la vasculatura causada por la proliferaciéon de las VSMC (Stocker y
Perrella, 2006). Por lo tanto, terapias génicas que apunten a HO-1 como blanco o
intervenciones farmacologicas utilizando inductores de esta proteina pueden ofrecer una
modalidad terapéuticamente prometedora en el tratamiento de la hipertension. Las VSMC
son normalmente quiescentes, proliferando a un indice muy bajo (Gordon et al., 1990).
Luego de una injuria vascular, las VSMC son estimuladas para dividirse en respuesta a
mitdgenos, con la subsiguiente salida de la fase G y la entrada a la fase S. El complejo
ciclina DI-cdk4 y ciclina E-cdk2 actian predominantemente en secuencia durante la
transicion G1/S y son requeridos para la progresion del ciclo celular a través de este periodo
(Sherr, 1996). La expresion de p21 en VSMC es crucial en la finalizacion de la lesion
vascular (Yang et al., 1996). Okamoto y colaboradores demostraron que la Tricostatina A
(TSA) no pudo inhibir la proliferacion en las VSMC de ratones knock-out para p21
(Okamoto et al., 2006). Consistente con estos resultados otros autores demostraron que p21
se encontraba altamente expresada en VSMC de ratas espontaneamente hipertensas (SHR)
comparadas con las ratas Wistar-Kyoto normotensas (WKY) (Jeon et al., 2009). Una
asociacion funcional entre HO-1 y p21 en la regulacion del crecimiento es apoyada por el
descubrimiento de que la accion antiproliferativa de HO-1 esta reducida significativamente
en VSMC obtenidas de ratones deficientes para p21”- (Duckers et al., 2001). Mas atn, el
nivel de expresion de p21 por induccion farmacologica de HO-1 fue mayor en VSMC de
los SHR que de los WKY. Estos datos sugieren que la prevencion de la progresion del ciclo
celular de la fase Gi a la S fue la responsable de la inhibicion de la proliferacion de las
VSMC por la induccion de HO-1(Jeon et al., 2009). El efecto antiproliferativo sobre las
VSMC mediado por la induccién de la HO-1 fue a través del arresto del ciclo celular,
inhibiendo la expresion de ciclina D y activando la expresion de p21. Con lo cual HO-1
podria ser un blanco terapéutico para inhibir la proliferacion celular de las VSMC en
enfermedades proliferativas.
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En resumen, la regulaciéon del ciclo celular por induccion de la expresion de HO-1 es

dependiente del tipo celular.

LIIL.7 HO-1 Y APOPTOSIS

En la mayoria de los modelos estudiados hasta la fecha, HO-1 y su producto CO actian
como moléculas anti-apoptoticas. También se demostro que el CO promueve la sobrevida de
los macrofagos expuestos a anoxia-reoxigenacion (Chin et al., 2007) y que este efecto se
pierde cuando el HIF-1a se silencia. El mecanismo de induccion de HIF-1a es a través de
la produccion de ROS mitocondriales. Este factor también se encuentra directamente
involucrado en la regulacion de la sobrevida de los neutrofilos en hipoxia (Walmsley et al.,
2005). Los efectos antiapoptoticos del CO en la apoptosis inducida por isquemia/reperfusion
en las células endoteliales de la arteria pulmonar estdn mediados por modulacion de p38
MAPK, pero también por supresion de la expresion de Fas/FasL, la activacion de las
caspasas 3, 8 y 9, la liberacion de citocromo C mitocondrial y el clivaje de PARP (poli ADP-
ribosa polimerasa) (Otterbein et al., 2003; Zhang et al., 2003b). Se comprobod que la sobre-
expresion de HO-1 protege a las células endoteliales de la apoptosis (Brouard et al., 2000).
En dichas células, un aumento de la actividad de HO-1 con la consecuente generacion de
CO es capaz de atenuar los efectos pro-apotdticos causados por agentes estresores (Kushida
et al., 2002). Por el contrario, el hecho de que CO aumente la activacion de la muerte celular
en las células T disparada por Fas/FasL o TRAIL, probablemente estd relacionado con la
naturaleza cancerigena de las células Jurkat usadas en estos experimentos (Song et al.,
2004). Asi HO-1 se ha asociado a las respuestas apoptdticas observadas en la tumorigénesis.
Se sugirié que HO-1 puede promover la resistencia tumoral a las condiciones de stress en
células de cancer de colon (Busserolles et al., 2006). El silenciamiento de HO-1 por técnicas
de knock-down rindi6 tumores pancreaticos mas sensibles a la radioquimioterapia (Berberat

et al., 2005).

Experimentos realizados utilizando un amplio espectro de lineas celulares endoteliales han
resaltado la participacion de NF-kB en el efecto anti-apoptotico de CO (Brouard et al.,
2002). La inhibicion de NF-kB bloqued la influencia protectora de HO-1/CO. Pero este

efecto se manifestd solamente cuando la apoptosis se indujo con TNFa. En el caso de
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deprivacion de suero CO fue atin capaz de proteger a las células endoteliales de la apoptosis
aunque NF-kB se encontraba inactivo (Brouard et al., 2002), sugiriendo que diferentes

caminos de sefializacion estan involucrados en los modelos de apoptosis testeados hasta la

fecha (Loboda et al., 2008).

El efecto anti-apoptético de CO involucra la regulacion de la expresion de proteinas anti y
pro-apoptdticas, detectdndose la inducciéon de las proteinas anti-apoptoticas c-IAP2
(Brouard et al., 2002), Bcl-x1/Bag-1 (Ke et al., 2002) o Bcl-2 y la disminucion de la proteina
pro-apoptdtica Bid (Zhang et al., 2003a). Modelos in vivo demostraron que los efectos de

CO son dependientes de las dosis utilizadas (Zhang et al., 2003a).

La mayoria de los estudios in vivo e in vitro, han reportado un efecto protector de CO sobre
el endotelio vascular. Los mecanismos involucrados estin bien caracterizados y se ha
identificado a p38 MAPK como el actor principal en este proceso, sin embargo el rol de las
isoformas especificas de esta quinasa podria diferir en los distintos lechos vasculares. Asi se
ha sugerido realizar una cuidadosa evaluacion del efecto terapéutico de este gas ya que

existen evidencias sobre los efectos toxicos potenciales del mismo en el endotelio (Loboda

et al., 2008).

L.ITI1.8 HO-1/CO “CONDICIONANDO” LA APOPTOSIS Y PROLIFERACION
CELULAR

La importancia de HO-1 en la proteccion celular es enfatizada no solamente por el vasto
numero de inductores de este gen sino también por el hecho de que HO-1 y los productos de
degradacion del hemos exhiben un cross-talk y cooperan con multiples caminos de
sefializacion probablemente dirigidos por hemo proteinas especificas y por la generacion de
ROS. Sin embargo, no puede dejar de considerarse que el CO puede unirse también a
muchos componentes celulares, con baja afinidad pero en cantidad suficiente, para provocar
alteraciones en el funcionamiento celular. La localizacion critica de HO-1 en RE,
mitocondria, caveola o nucleo junto con la biliverdina reductasa y/o probablemente otras
enzimas formando un “hemosoma” enfatiza ain madas la naturaleza pleiotropica de HO.
Incluso el estado de activacion seria critico en la respuesta tisular y del 6rgano a los niveles

elevados de HO-1. Debemos destacar que el principal camino para sensar el oxigeno
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involucra a los ROS como segundos mensajeros (Acker et al., 2006). La generacion de ROS
particularmente H>O> es requerida en parte para estabilizar a la proteina HIF-1a (Schroedl
et al., 2002). HIF-1a en forma similar a HO-1 juega importantes roles en la regulacion de
las funciones celulares, incluyendo proliferacion, apoptosis, ciclo celular y
desencadenamiento del estado inflamatorio general. La proliferacion anormal puede ser el
resultado de una inflamacion crénica. HO-1 y los productos de degradacion del hemo se
demostr6 que tienen un fuerte potencial anti-inflamatorio en diversos modelos de
enfermedades inflamatorias crénicas y agudas. HO-1 se intercomunica con otros caminos de
sefializacion (MAPK, Akt) y acelera el pre-condicionamiento celular para brindar proteccion
contar el estrés u otros factores. Asi, es probable que ambos, HIF-loo y HO-1 puedan
cooperar en la regulacion de las respuestas celulares (Pischke et al., 2005). EI hallazgo de
que CO aumenta la expresion de HIF-la puede sugerir la presencia de un loop de
retroalimentacion positivo para regular la expresion de HO-1 durante la respuesta a estrés.
HIF-1a es un potente regulador de la expresion de HO-1 y este loop regulatorio va a

dictaminar la respuesta celular tltima (Wegiel et al., 2008) .

En conclusion, hasta la fecha hay multiples reportes en continuo aumento sobre el rol de
HO-1 en las enfermedades proliferativas; sin embargo, su funcién precisa aun no se ha
elucidado. Nosotros argumentamos que la induccion de HO-1 no es solo un artefacto en
respuesta al contenido de proteinas hémicas aumentadas, sino mas bien una respuesta al
comportamiento celular anormal, el cual requiere de las moléculas HO-1 para actuar en los

diferentes compartimientos celulares en un intento de restaurar la homeostasis celular.

LIIL.9 HO-1 Y ANGIOGENESIS

La angiogénesis, formacion de nuevos vasos sanguineos, €s un proceso estrictamente
regulado. Existen dos mecanismos para la formacion de nuevos vasos: la vasculogénesis (a
partir de células progenitoras) y la angiogénesis (a partir de capilares preexistentes). Este
ultimo proceso estd basado en la migracion y en la proliferacion de células endoteliales

diferenciadas y maduras estimuladas por varios factores incluyendo VEGF (Ferrara et al.,

2003).

Existen evidencias contundentes que demuestran que HO-1 regula la angiogénesis y la
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vasculogénesis, aunque los reportes son contradictorios (Loboda et al., 2008).

Se ha demostrado que HO-1 ejerce un efecto sobre la sintesis de VEGF en VSMC bajo
condiciones de hipoxia y normoxia (Dulak et al., 2002). La inhibicion de la actividad de

HO-1 por SnPP, previno completamente la generacion de VEGF inducida por citoquinas e

hipoxia (Dulak et al., 2002).

La inhibicion de HO-1 impide la angiogénesis inducida por VEGF y la deficiencia de HO-1
en humanos y ratones resulta en injuria oxidativa severa en las células endoteliales
(Bussolati et al., 2004; Bussolati y Mason, 2006; Dulak et al., 2004; Durante, 2003).
Deramaudt y colaboradores demostraron que la sobre-expresion de HO-1 en células
endoteliales causaba un significativo aumento en la angiogénesis (Deramaudt et al., 1998).
Se demostré en la membrana corioalantoide en embriones de pollo que VEGFi65 regula
positivamente la expresion de HO-1 y que se requiere de la actividad de HO-1 para que

VEGF 65 ejerza sus efectos angiogénicos (Feranandez y Bonkovsky, 2003).

La activacion de HO-1, seguido por la generacion de CO, conduce a la regulacion positiva
de la sintesis de VEGF en las células del musculo liso y en la microvasculatura del endotelio
(Dulak et al., 2002; Dulak et al., 2004; Jozkowicz et al., 2002). Por lo tanto, la activacion de
HO-1 induce la sintesis de VEGF mientras que su inhibicion impide la angiogénesis
mediada por VEGF, generando un /oop auto-regulatorio entre HO-1 y VEGF (Deramaudt et
al., 1998; Jozkowicz et al., 2003).

L.III.10 ROL DUAL DE HO-1 EN LA ANGIOGENESIS

La influencia de HO-1 en la angiogénesis indudablemente depende de las condiciones del
microambiente celular. Bussolati y colaboradores demostraron que la angiogénesis inducida
por VEGF depende de la actividad de HO-1, mientras que la formacion de vasos sanguineos
inducidos por inflamacion es atenuada por la sobre-expresion de HO-1 (Bussolati et al.,
2004; Bussolati y Mason, 2006). Durante la angiogénesis inducida por LPS, la infiltracion
de leucocitos es seguida por la formacion de vasos y la induccion de HO-1 en este modelo
previno la invasion leucocitaria y la subsiguiente angiogénesis. Sin embargo, cuando se
evaluo6 la inhibicion farmacologica de HO-1 durante la angiogénesis inducida por VEGF en

condiciones no inflamatorias, la induccién de la infiltracion leucocitaria estimuld dicho
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proceso angiogénico. Se propuso que durante la inflamacion cronica HO-1 cumple dos
posibles roles: en primer lugar inhibe la infiltracion de leucocitos y en segundo lugar
promueve la angiogénesis no inflamatoria dirigida por VEGF a fin de facilitar la reparacion
tisular (Bussolati y Mason, 2006). En ratas hipertensas HO-1 simultdneamente disminuy6 el
estrés y la inflamacién e indujo la produccion de VEGF. Estos datos sugieren que los
productos de la actividad de HO-1 actiian como factores pro-angiogénicos solamente cuando
la expresion ocurre en un ambiente libre de reacciones inflamatorias. Cuando la inflamacion
dispara la formacion de vasos sanguineos, la influencia de HO-1 en este mismo proceso es
inhibitoria (Bussolati y Mason, 2006). Queda atn por dilucidar si el efecto de HO-1 es
directo sobre la produccion de mediadores pro y anti-angiogénicos o es el resultado de la

atenuacion de la inflamacion (Loboda et al., 2008).

L.IIL.11 HO-1: ROL EN OTROS PROCESOS FISIOLOGICOS DIFERENTES A LA
DEGRADACION DEL HEMO

HO-1 y los productos de su reaccion también pueden jugar un rol no canoénico en los
procesos fisiologicos de una manera no necesariamente, o por lo menos no directamente,
relacionada con la proteccion contra el estrés oxidativo. Estudios reciente demostraron que
HO-1 puede estar ligada a la acciéon de SDF-1, una quimioquina responsable de la atraccion

de células progenitoras a los sitios de isquemia (Deshane et al., 2007).

También se demostré que HO-1 estd vinculada con la actividad de diversos factores de
crecimiento, entre ellos el TGF, factor de crecimiento de hepatocitos/factor de andamiaje,
factor de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) y FGF (Hill-Kapturczak et al., 2007).
La induccion de la expresion de HO-1 por estas citoquinas indica que los factores de
crecimiento y HO-1 estan intimamente relacionados. Se propuso que la induccion de HO-1
puede ser una respuesta adaptativa que provee un balance para los efectos de los factores de
crecimiento, sin embargo estas interacciones no pudieron ser elucidadas completamente

todavia.

L.III.12 HO-1 Y CANCER

Algunos trabajos indican que HO-1 y sus productos también ejercen efectos anti-

inflamatorios y participan en el control del crecimiento y la proliferacion de las células
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tumorales. Se ha observado que HO-1 se expresa constitutivamente en un numero de
tumores humanos incluyendo glioma, melanoma, préstata, carcinoma de células renales y

pancreaticas, linfosarcomas, sarcoma de Kaposi y hepatoma (Jozkowicz et al., 2007).

El rol de HO-1 en el desarrollo tumoral todavia no estd completamente dilucidado y reportes
recientes demuestran resultados discordantes o completamente opuestos. Sin embargo, hay
evidencias que indicarian que HO-1 estad sobre-expresada en una gran variedad de tumores
humanos y que juega un rol critico en la progresion de las enfermedades neoplésicas

(Berberat et al., 2005; Hirai et al., 2007; Jozkowicz et al., 2007).

La implicancia de HO-1 en cancer parece depender del tipo celular y de su estado de
activacion. Por ejemplo, HO-1 ejerce efectos anti-proliferativos y pro-apoptoticos que
probablemente involucran mecanismos antioxidantes en lineas celulares de carcinoma
mamario (Hill et al., 2005). Se ha sugerido que la expresion aumentada de HO-1 también
podria contribuir a la progresion tumoral a través de la promocion de la angiogénesis y la
metastasis (Sunamura et al., 2003; Was et al., 2006). En cancer de pancreas HO-1 potencia
la agresividad tumoral (Sunamura et al., 2003). En cambio, en pacientes con cancer
colorrectal la expresion de esta proteina se correlaciond con una menor proporcion de

invasion tumoral a ndédulos linfaticos (Becker et al., 2007).

Estudios in vivo propusieron que la sobre-expresion de HO-1 podria ser un marcador util
para identificar pacientes con bajo riesgo de metdstasis en carcinoma oral de células
escamosas (Tsuji et al., 1999) y en carcinoma de lengua (Yanagawa et al., 2004). En un
modelo experimental de hepatocarcinogénesis quimica murina, la disminucion de la

expresion de HO-1 se asocio con la progresion maligna (Caballero et al., 2004).

Otros estudios han observado una asociacion entre los polimorfismos del gen HO-1 y la
incidencia de cancer. Se identificaron repeticiones (GT)n en el promotor de HO-1 y se
demostré que estos micro satélites son altamente polimorficos y que (GT)n mas cortas
estaban asociadas con un alta actividad de HO-1 y un riesgo mayor de progresion de
melanomas (Okamoto et al., 2006). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los efectos de

la activacion de HO-1 pueden ser diferentes en los distintos estadios de la tumorigénesis.

El silenciamiento especifico de HO-1 por siRNA result6 en la supresion de la proliferacion

de células tumorales pancreaticas (Berberat et al., 2005) o la induccién de la apoptosis en
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células tumorales de pulmén (Kim et al., 2008). Similarmente efectos citotoxicos/
citostaticos fueron observados con inhibidores de HO-1 como la zinc protoporfirina IX
(ZnPP). Mas atin, la sobre-expresion de HO-1 aumentd la viabilidad, la proliferaciéon y el
potencial angiogénico de melanomas (Was et al., 2006). Ratones inoculados con melanomas
que sobre-expresaban HO-1 progresaron con peor prondstico que los controles, presentando
un numero mayor de metdstasis y una tasa de supervivencia menor (Was et al., 2006). Los
resultados de experimentos recientes realizados con otras lineas tumorales humanas y
murinas establecieron que ZnPP es un agente activo capaz de inducir efectos citotoxicos y

citostaticos (Nowis et al., 2008).

El desarrollo de regimenes antitumorales efectivos requiere de la administracion de una
combinacion de drogas dirigidas al bloqueo de diferentes caminos de sefializacion en las
células tumorales, a fin de lograr una respuesta antitumoral més robusta (Nowis et al.,
2008). Los efectos antitumorales sinergisticos pueden llevar a una disminucién en la dosis y
hasta la completa eliminacion o la atenuacion significativa de los efectos secundarios
toxicos de las drogas utilizadas en la monoterapia. Varios reportes demostraron que HO-1
podria proteger al tumor contra una variedad de agentes quimioterapéuticos, la radioterapia
y la terapia fotodindmica (Berberat et al., 2005; Nowis et al., 2006). Apuntar contra HO-1
podria ser beneficioso para sensibilizar a las células tumorales contra los efectos citotoxicos
de otros regimenes terapéuticos. Por ejemplo, el silenciamiento de HO-1 generd células
tumorales de pancreas mas sensibles al gemcitabine (Berberat et al., 2005) y células
tumorales de pulmon mas sensibles al cisplatino (Kim et al., 2008). Sin embargo, la eficacia
de combinar quimioterapéuticos con un inhibidor de la actividad de HO-1 in vivo no se ha
podido evaluar todavia. Al considerar el uso de los inhibidores de HO-1 en combinaciéon con
otros agentes antitumorales, hay que tener en cuenta que HO-1 y sus productos afectan
multiples caminos metabdlicos y de sefalizacion y juegan un rol importante en la proteccion
de las células normales contra multiples insultos ambientales. Por ejemplo, HO-1 protege a
las células de la retina contra el dafio inducido por la luz (Sun et al., 2007), disminuye la
injuria por isquemia/reperfusion (Vitek y Schwertner, 2007), inhibe la apoptosis de células
endoteliales inducida por estrés del reticulo endoplasmatico (Kim et al., 2007), protege a los
ratones del dano hepatico apoptotico (Sass et al., 2004), previene el desarrollo de la

aterosclerosis en los ratones knock-out para el receptor de LDL (Araujo et al., 2003), mejora
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la supervivencia de los 6rganos transplantados (Soares et al., 1998) y previene el desarrollo
de ulceras gastricas en ratas (Guo et al., 2003). Ademas debe tenerse en cuenta que HO-1
también protege a las células normales y a los tejidos contra los efectos toxicos de los
quimioterapéuticos. Por ejemplo, el tratamiento con hemo impide la cistitis hemorragica
provocada por ciclofosfamida (Matsuoka et al., 2007), atenta la toxicidad inducida por
cisplatino en células tubulares renales (Schaaf et al., 2002) y disminuye la toxicidad
inducida por doxorubicina (Suliman et al., 2007). Ratones transgénicos deficientes para
HO-1- tratados con cisplatino, desarrollaron una falla e injuria renal mas severa y
significativamente mayor que los ratones wild type (Shiraishi et al., 2000). Sin embargo,
estudios realizados demostraron que ZnPP no fue capaz de restaurar la sensibilidad al
cisplatino en las células de melanoma con sobre-expresion de HO-1, y tampoco fue capaz de
potenciar los efectos antitumorales del cisplatino, la doxorubicina o el fluorouracilo en tres
modelos in vivo (Nowis et al., 2008). Los autores concluyen que el tratamiento con ZnPP no
es efectivo para inducir efectos antitumorales en las células de melanoma B16F10 que
sobre-expresan HO-1, ni tampoco en restaurar la sensibilidad al cisplatino. Estudios futuros
deberian evaluar la administracién de una droga en simultaneo con inhibidores de HO-1 y
determinar los tiempos de administracion para inhibir efectiva y selectivamente la actividad
de HO-1 en las células tumorales. Por ende, surge el desafio de disefiar estrategias

combinadas que apunten a modular HO-1 en los tumores y no en las células normales.

En resumen, el rol citoprotector del sistema HO-1 depende del medio celular y su aumento
de expresion puede ser beneficiosa o perjudicial dependiendo de cada tejido. Esto explicaria

los reportes contradictorios sobre este tema (Jozkowicz et al., 2007).

LII1.13 HO-1 E INFLAMACION

La inflamacién es un proceso dinamico iniciado por el cuerpo en respuesta a la injuria
tisular o la infeccion. HO-1 podria contrarrestar la injuria oxidativa mediada por el sistema
inmune a través de la prevencion del dano oxidativo o via la modulacién de las células
inflamatorias infiltrantes (Wagener et al., 2003b) (Fig. 17). Dado el rol fundamental que
juega la inflamacion en el desarrollo del tumor y la subsiguiente metastasis, la modulacién

genética o farmacoldgica de la expresion de HO-1 podria constituir una posibilidad
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terapéutica. Comprender el nivel y la localizacion de HO-1 en la prostata normal y en las

injurias prostaticas es critico para controlar la inflamacioén cronica en el tejido tumoral

(Sacca et al., 2007).

La activacion de HO-1 es un gran estimulo para la sintesis y la liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias en macréfagos (Fig. 17). Este camino podria jugar un rol central en las
situaciones patoldgicas donde la hipoxia/re-oxigenacion del tejido local dispara una

respuesta inflamatoria sistémica.

Reactive oxygen
Cytokines (TNF-o) =
Growth factors P
Angiogenic factors o 00
Proteases CSE-1

(Marx, 2004)

FIGURA 17. Interacciéon macréfago — tumor.

Los macréfagos producen varias sustancias que pueden aumentar el tamaiio tumoral, incluyendo la
activacion de TNFa, que a su vez puede incrementar la actividad de NF-kB tanto en las células del tejido
blanco como en los mismos macrofagos. Las células tumorales producen sustancias como CSF-1 y
COX-2 que aumentan los procesos inflamatorios, como también miembros de proteinas Bcl que inhiben
la apoptosis.

Los macréfagos juegan un rol critico en la iniciacion, el mantenimiento y la resolucion de la
inflamacion por la presentacion de antigenos, fagocitosis y la inmunomodulacién a través de

la produccion de citoquinas y factores de crecimiento. Estos macrofagos son activados y
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desactivados en el proceso inflamatorio. Las sefiales de activacion incluyen citoquinas,
como interferones, GM-SCF, TNFa como también LPS, proteinas de ECM y otros
mediadores quimicos. Los macréfagos reconocen distintos patrones moleculares asociados a
patoégenos por los TLR que activan caminos de sefalizacion induciendo la expresion de
genes pro-inflamatorios (Akira y Takeda, 2004). La inhibicion de la inflamacion es un
proceso necesario que permite al hospedador combatir organismos que invaden como
también reparar los tejidos dafiados. Los macréfagos activados son neutralizados por la
autosecrecion de citoquinas anti-inflamatorias como la IL-10 y el TGFf durante el proceso
inflamatorio. Como los macréfagos producen una amplia variedad de moléculas
bioldgicamente activas con resultados tanto beneficiosos como nocivos, descubrir su
funcion innata y sus productos durante la inflamacion podria abrir nuevas ramas para las
intervenciones terapéuticas a la hora de controlar las enfermedades inflamatorias. Tanto los
ratones como los humanos deficientes en HO-1 tienen un fenotipo distintivo que muestra un

alto grado inflamatorio (Pittock et al., 2005).

La injuria crénica y la irritacion disparan la respuesta inflamatoria y el riesgo de contraer
cancer se ve aumentado bajo condiciones de inflamacion cronica (De Marzo et al., 2007a).
La liberacion de radicales libres de los leucocitos, puede dafiar las células epiteliales vecinas
y las células estromales, llevando a la carcinogénesis, alterando los blancos y los caminos de
senalizacion, que son cruciales para mantener la homeostasis del tejido normal (Hussain et
al., 2003). La induccion de HO-1 es considerada importante en la fase inicial de los
mecanismos de proteccion celular luego de la exposicion a hiperoxia (Dennery et al., 1997;
Dennery et al., 1996) y a varios estimulos de estrés celular (Vogt et al., 1995). Abraham y
colaboradores demostraron que la sobre-expresion de HO-1 protege a las células coronarias
endoteliales del daio oxidativo producido por la exposicion a hemoglobina. El grupo hemo
es esencial para varias funciones biologicas y ejerce multiples acciones inmuno-regulatorias.
Estimula la proliferacion y diferenciacion celular y promueve la angiogénesis (Abraham et
al., 1995; Deramaudt et al., 1998); un fendmeno intimamente relacionado con la reaccion
inflamatoria. Se ha propuesto que durante la inflamacion cronica, HO-1 ejerce por lo menos
dos roles: en primer lugar provee una accion anti-inflamatoria inhibiendo el reclutamiento

leucocitario y en segundo lugar promueve la angiogénesis anti-inflamatoria dirigida por
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VEGF para facilitar la reparacion tisular (Bussolati et al., 2004). También se ha sugerido que
HO-1 seria la primera defensa protectora en la piel contra los insultos oxidativos e
inflamatorios (Wagener et al., 2003a; Wagener et al., 2003b). La inducciéon de HO-1 por pro-
oxidantes y la observacion que la biliverdina y la bilirrubina son potentes anti-oxidantes,
sugieren que el aumento de la actividad de HO-1 representa una respuesta celular adaptativa

y protectora contra el estrés celular.

Los ROS y las especies reactivas de nitrogeno (RNS) pueden causar estrés genotoxico
(Oshima y Bartsch, 1994) induciendo mutaciones, por lo tanto aumentando el riesgo a la
transformacion. El oxido nitrico (NO) induce al mRNA de HO-1 y aumenta la estabilidad de

la expresion de dicha proteina (Durante et al., 1997; Sasaki et al., 2005).

Las proteinas como las enzimas reparadores de DNA, aquellas involucradas en la
transduccion de sefiales y la proteina p53, pueden ser modificadas estructural y
funcionalmente cuando se exponen a radicales libres (Hussain et al, 2003). La interaccion
entre el NO y la proteina p53 es un camino clave en la carcinogénesis mediada por la
inflamacion. Se ha demostrado que p53 es modificada post-traduccionalmente en residuos
cruciales para sus funciones luego de la exposicion a NO (Hofseth et al., 2003). La
induccion de HO-1 en respuesta al NO depende de una activacion transcripcional limitada y
en algunos tipos celulares, de una dramadtica estabilizacion del mRNA de HO-1. Sin

embargo, poco se sabe de los caminos de sefialacion por los cuales el NO induce a HO-1.

HO-1 y los productos de la degradacion del hemo, especialmente CO, son los reguladores
criticos de la inflamacion siendo los macrofagos los blancos principales (Otterbein et al.,
2003) Tanto in vitro como in vivo, el CO inhibe las citoquinas pro-inflamatorias inducidas
por LPS (TNFa, IL-18, MIPla) pero aumenta la expresion de la citoquinas anti-
inflamatorias como IL-10 en macrdéfagos (Otterbein et al., 2000; Sarady et al., 2002;

Zuckerbraun et al., 2003).

Por otro lado, es interesante destacar que la IL-10 induce la expresion de HO-1, generando
asi una retroalimentacion para CO (Lee and Chau, 2002), a fin de mantener un efecto anti-
inflamatorio persistente. La habilidad del CO de ejercer sus efectos y dirigir el

condicionamiento oxidativo es contingente con la rapida generacion de ROS (Bilban et al.,

2006; Bilban et al., 2008; Boczkowski et al., 2006; Chin et al., 2007; Zuckerbraun et al.,
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2007).

LIIL.14 SENALIZACION MEDIADA POR MENSAJEROS GASEOSOS

L.III.14.1 CO VIA ROS

Entre los eventos tempranos de las células y los tejidos expuestos a bajas concentraciones de
CO se encuentra la rapida produccion de ROS (anidon superoxido (‘O2), perdxido de
hidrogeno (H202), y radicales hidroxilos), comenzando dentro de los 5-10 minutos de
exposicion al gas (Bilban et al., 2006; Chin et al., 2007; Geiszt y Leto, 2004; Zuckerbraun et
al., 2007). A pesar de que el “O2 y el H2O2 son generalmente considerados productos toxicos
de la respiracion, evidencias recientes sugieren que los ROS son importantes reguladores de
la transduccion de sefiales en eucariotas que controlan diversos procesos biologicos como la
activacion de las células del sistema inmune y la remodelacion vascular en mamiferos
(Geiszt and Leto, 2004). Se ha demostrado que una variedad de estimulos extracelulares
desencadena el aumento transiente de las concentraciones intracelulares de ROS. (Gulati et
al., 2001). Por lo tanto, los ROS pueden tener tanto efectos positivos (sefnalizacioén) o
negativos (injuria) dependiendo de la cantidad formada y del tipo celular que estén

afectando.

El uso de un quimico citotéoxico como molécula de sefializacion obviamente tiene riesgos
potenciales, con lo cual no es sorprendente que la generaciéon de ROS esté estrictamente
regulada. Diferentes niveles de H>O2 pueden inducir respuestas distintas, no solo entre
diversos tipos celulares sino también dentro de una misma célula. El H2O> generada en
respuesta a citoquinas y factores de crecimiento se comporta como segundo mensajero para
oxidar y por lo tanto inhibir la actividad de tirosina fosfatasas (Meng et al., 2005; Tonks,
2005). Ademas de ROS, CO conduce a la generacion de RNS derivadas de las 6xido nitrico
sintetasas (NOS). CO de alguna manera “marca” las enzimas NOS que contienen hemo y al
hacerlo en las células endoteliales conduce a un aumento del NO y la consecuente
generacion de peroxinitrito. El peroxinitrito altamente reactivo provoca alteraciones de las
funciones proteicas via nitrosilacion. La generacion de ROS y RNS dictan rio abajo la

modulacion y funcion de moléculas efectoras. Por lo tanto, la relacion entre el CO y el NO,
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gases de senalizacidn, transforma a estas moléculas en reguladoras potentes de la funcion

celular (Bilban et al., 2008).

L.III.14.2 CO - NO

El rol de CO en los sistemas bioldgicos deberia ser re-evaluado, no como una molécula
toxica, sino como una molécula critica en la sefializacion celular emparentada con NO. Al
igual que este ultimo compuesto, CO tiene un poderoso potencial terapéutico en la funcion
inmune innata como también en las condiciones patofisioldgicas. El hecho de que CO se
genere endogenamente por enzimas altamente conservadas como la HO-1, apoya su rol en
varios procesos biologicos. CO podria pensarse como una molécula arcaica, pero esencial
que ha persistido a través de la evolucion y a la cual solo recientemente se le ha asignado

una funcién beneficiosa.

La similitud e interrelacion entre CO y NO y los sistemas de enzimas que los generan
endogenamente es sorprendente. Son posiblemente las moléculas de sefalizacion mas
simples, eficientes y efectivas conocidas hasta la fecha; son capaces de atravesar membranas
y disparar selectivamente cascadas de sefializacion adicionales dentro de multiples tipos
celulares. Hay evidencias que muestran que CO y NO, en ciertas instancias se requieren

mutuamente para impartir sus efectos (Zuckerbraun et al., 2003; Zuckerbraun et al., 2006).

Esto es notoriamente evidente en el higado y en el pulmén. CO inhalado puede proteger
profilacticamente en modelos de shock, donde iNOS (la isoforma inducible de NOS) y NO
estan bloqueados en el pulmoén y aumentados en el higado y también puede actuar
revirtiendo la hipertension pulmonar (Zuckerbraun et al., 2006). Este efecto provocado por
CO esta acompafiado por un aumento de la expresion de eNOS (la isoforma endotelial de la
NOS) en las células endoteliales, que a su vez via un aumento en NO resulta en la muerte
celular programada de las células del VSMC hiperproliferativas (Srisook et al., 2005). En
cada una de las instancias descriptas, la restauracion de las funciones del tejido y del 6rgano
requiere la modulacion de la generacion de NOS y de NO. La generacién de NO puede
reaccionar también con el radical superdxido para funcionar como un scavenger de
radicales, generando peroxinitrito que puede ser removido por glutation. Uno de los

inductores mas potentes de HO-1 es NO (Motterlini et al., 2002), presumiblemente via un
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proceso mediado por NOS o via interaccion con factores de transcripcion que contienen
hemo como NPAS2 (del inglés neuronal PAS domain protein 2) o Bach 1. Se ha demostrado
que los efectos fisioldgicos del NO, observados en muchos casos como en la vasculatura,
son dependientes de HO-1 y a su vez de CO. Los pigmentos biliares y el hierro/ferritina, sin
embargo no pueden ser considerados como participantes activos (Maines, 2005). La
compleja interrelacion entre estos mensajeros gaseosos todavia se desconoce, pero hay

evidencia suficiente que demuestra que estas moléculas podrian ser blancos claves desde

una perspectiva fisioldgica y clinica.
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CAPITULO IT

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I1.1 HTIPOTESIS GENERAL

La inflamacion cronica desregula la homeostasis celular. Los radicales libres producidos
durante el proceso inflamatorio pueden inducir mutaciones génicas y modificaciones post-
traduccionales de proteinas relacionadas con el cancer. El efecto de los radicales libres
depende de la concentracion local de los mismos, del micro ambiente celular y del
“background” genético del individuo. Existen diversos mecanismos de defensa antioxidante,
que llevan a la induccion de la expresion de genes que responden al estado oxidativo celular.
HO-1, miembro de la familia de las proteinas inducibles por calor (HSP-32), es un
componente de la defensa celular contra el dafio oxidativo y la inflamacion. La sobre-
expresion de HO-1 ejerce su efecto citoprotector por atenuacion de la cascada de reacciones

inflamatorias.

En cuanto al rol de HO-1 en el proceso tumoral, existen opiniones controvertidas: podria
contrarrestar el dano peroxidativo desencadenando el arresto y/o la apoptosis de las células

neoplasicas o podria modular el reclutamiento de las células inflamatorias infiltrantes.

En nuestra opinién, el concepto corriente del cancer de prostata, que tiende a centralizarse
en el rol del receptor de andrégenos, deberd reemplazarse por un concepto mas
comprometedor que involucre eventos moleculares que regulen el ciclo celular, la apoptosis,

la invasion y migracion local, las células metastéasicas y los tejidos huéspedes.

Debido al rol clave que juega la inflamacion en el desarrollo del tumor y la metéstasis y
considerando el potencial anti-inflamatorio de HO-1, nuestra hipdtesis de trabajo es que la
modulacion de la expresion de HO-1 genética o farmacoldgicamente podria constituir una

propuesta terapéutica.

I1.2 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la expresion de HO-1 en la carcinogénesis prostatica.
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I1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Estudios in vitro
Empleando lineas celulares humanas establecidas de cancer de prostata, con distinto perfil

de propagacion al hueso y diferente sensibilidad a a androgenos nos proponemos:

1. Investigar la modulacion farmacologica de la expresion de HO-1 a nivel transcripcional y

post-transcripcional en las siguientes condiciones:
 Por exposicion a un inductor especifico de la actividad y de la expresion de dicha proteina
(hemina).

 Por exposicion a un inhibidor de la actividad de dicha proteina (SnPP).

2. Investigar el efecto de la modulacién farmacoldgica de HO-1 sobre la proliferacion, la

invasion y la migracion celular.

3. Modular genéticamente la expresion de HO-1 por generacion de una linea celular estable
que sobre-exprese HO-1 y una linea celular con expresion silenciada de HO-1 mediante la
tecnologia de siRNA e investigar de qué modo la modulacién genética de HO-1 afecta la

proliferacion, la invasion y la migracion celular.

4. Identificar los genes relacionados con inflamacion y angiogénesis regulados por la

sobre-expresion de HO-1 en lineas tumorales de PCa.

Estudios in vivo
1. Analizar el efecto de HO-1 in vivo sobre el desarrollo de tumores derivados de la linea de

PCa con sobre-expresion estable de HO-1, creciendo como xendgrafos en ratones desnudos

y analizar:
a. FEl crecimiento tumoral

b. La expresion, mediante ensayos de inmunohistoquimica, de genes blanco

regulados por HO-1, previamente identificados en los estudios in vitro.
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS
III.I MATERIALES

III.1.1 REACTIVOS Y DROGAS

Se utilizaron los siguientes reactivos cuya procedencia se indica a continuacion: Cloruro de
Hemina equina (hemina) (Sigma Aldrich, USA), Dicloruro de Estafio (IV) Protoporfirina IX
(SnPP) (Frontier Scientific Europe, Ltd., Carnforth, Lancashire, Reino Unido), Cell Titer 96
aqueous one solution reagent MTS (Promega, USA), loduro de Propidio (Molecular Probe,
Eugene, OR, USA), Kit para inmuno histoquimica LSAB + DAKO Peroxidasa (HRP)
(DAKO Corp., California, USA), Medio de Montaje GVA (ZYMED, San Francisco,
California, USA), Taq Hot Start (Fermentas International Inc., Canada), Omniscript RT-Kit

(Quiagen Technology, Holanda).

El resto de los reactivos y las drogas utlizadas en su mayoria se adquirieron en Sigma-

Aldrich, BD Pharmingen y Promega (Reino Unido).

IT1.I.2 REACTIVOS PARA CULTIVO
El medio RPMI-1640 fue comprado en Invitrogen (Argentina) y la gentamicina en GIBCO
BRL (Reino Unido). El medio BRFF-HPC1 y el FNC Coating Mix se comprd en Athena ES

Company (USA).

El suero fetal bovino (SFB) se adquirié en GIBCO (USA) y la penicilina/streptomicina, L-

glutamina, tripsina/EDTA se compraron en (SIGMA, USA).

II1.I.3 ANTICUERPOS

El anticuerpo monoclonal humano anti-hemo oxigenasa 1 desarrollado en raton (OSA-110)
y el anticuerpo policlonal humano anti-hemo oxigenasa 1 desarrollado en conejo (SPA-896)
se adquirieron en Stressgen Biotechnologies Corp., San Diego, USA. El anticuerpo
monoclonal humano anti-actina B desarrollado en raton se compré en Sigma Aldrich, Reino
Unido. Los anticuerpos monoclonales humanos anti-MMP9 (sc-21733) y anti-vimentina
(sc-73259), se adquirieron en Santa Cruz Biotecnology, Inc., USA. Los segundos
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anticuerpos conjugados con peroxidasa de rabanito fueron comprados en Amersham Ltd,

Reino Unido.

I11.1.4 PROTEINAS RECOMBINANTES

La proteina recombinant humana HO-1 (Hsp 32) se adquiri6 en Stressgen (USA).

II1.1.5 OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucledtidos que se detallan a continuacion fueron disefiados con el programa

Beacon 5 y sintetizados por MWG Biotech (Reino Unido) e Invitrogen (Argentina).

Nombre: Heme-Oxygenase 1 (HMOX)
Forward Sequence: 5’-GAGTGTAAGGACCCATCGGA-3’
Reverse Sequence: 5’-GCCAGCAACAAAGTGCAAG -3’

Nombre: Metaloproteasa 9 (MMP9)
Forward Sequence: 5'-AGACCTGGGCAGATTCCAAACC-3'
Reverse Sequence: 5'-GCAAAGGCGTCGTCAATCACC-3'

Nombre: Actina (ACTB)
Forward Sequence: 5'-CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG-3'
Reverse Sequence: 5'-GTGGGCCGCTCTAGGCACCA -3'

II1.1.6 LINEAS CELULARES

Lineas celulares de cancer de prostata

Se utilizaron tres lineas celulares derivadas de carcinomas de préstata humanos cuyas

caracteristicas se detallan en la TABLA I11.

LNCaP. Esta linea celular proviene de un adenocarcinoma de prostata humano y se aislé de
una biopsia de nddulo linfitico supraclavicular, de un paciente con un diagndstico
confirmado de metastasis de prostata (Horoszewicz et al., 1983). Posee el receptor de
androgenos mutado en el codon 877, en el dominio de union al ligando y es activado por

progesterona, estradiol, etc. (Veldscholte et al., 1990). Es sensible a andrégenos y expresa

PSA.
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MDA PCa 2b. Esta linea celular fue establecida de una metastasis dsea y proviene de un
adenocarcinoma de prostata humano (Navone et al., 1997). Es sensible a androgenos y

expresa PSA. Su perfil de crecimiento en hueso es osteoblastico.

PC3. Esta linea celular fue establecida de una metastasis d6sea y proviene de un
adenocarcinoma de prostata humano (Kaighn et al., 1979). Es insensible a andrégenos y no

expresa PSA. Su perfil de crecimiento en hueso es osteolitico.

TABLA III. Cuadro comparativo de las caracteristicas de las lineas celulares de cancer de prostata
humano: LNCaP , MDa PCa 2b y PC3, utilizadas en este estudio

Caracteristicas LNCaP P
Origen Nodulo linfatico Hueso Hueso
Metastasis al hueso No Si (osteoblastica) Si (osteolitica)
Sensibilidad a androgenos Si Si No
Expresion del receptor de Si (mutado i No

PC3-pcDNA3 y PC3HO-1. Se genero las linea transfectada establemente (PC3HO-1) y su
control (PC3-pcDNA3). La transfeccion se realizo por el método del fosfato de calcio. Los
plasmidos utilizados fueron pcDNA3HO-1 o el pldsmido vacio pcDNA3. A las 5 h post-
transfeccion, las células se lavaron con medio y se cultivaron durante 24 h a 37°C. Luego se
agregd G418 en una concentracion Optima previamente determinada (100 pg/ul). Las
células fueron mantenidas por 15 dias, luego se seleccionaron y expandieron diversos clones
individuales G418-resistentes. Luego de la seleccion de los clones PC3HO-1 y del control

PC3pcDNA3, se utiliz6 una dosis de mantenimiento de G418 de 50 pg/pl.

II1.1.7 PLASMIDOS

Los plasmidos hHO4.9luc, hHO4.9 Mlluc y hHO4.9 M2luc fueron gentilmente
proporcionados por el Dr. Leitinger, Dept. Vascular Biology & Thrombosis Research,
University of Vienna, Viena (Kronke et al., 2003) (Fig. 18) y el vector de expresion humano
pcDNA3HO-1 por Dr. M. Mayhofer (Clinical Institute for Medical and Chemical

Laboratory Diagnostics, Vienna).
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(Kronke et al., 2003)

FIGURA 18. Esquema del promotor de HO-1. Mutaciones en los sitios HO-CRE (A) y MARE (B).

III.II METODOS
II1.I1.1 CULTIVO CELULAR

II1.I1.1.1 MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS CELULARES

Las lineas celulares LNCaP, PC3, PC3-pcDNA3 y PC3HO-1 se mantuvieron en medio
RPMI 1640 con antibidticos (penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 pg/ml) y SFB 10%
(v/v). En el caso de las células transfectadas establemente, al medio de cultivo se le adicion6
50 pg/ml de G418. La linea celular MDA PCa 2b se mantuvo con medio BRFF-HPC1 con
gentamicina 50 pg/ml y SFB 20% (v/v) y las placas de cultivo fueron previamente
revestidas con el FNC Coating Mix para favorecer su adherencia. Las células se cultivaron a
37°C, en atmosfera de CO2 5%. Una vez que las células formaron una monocapa, el medio
de cultivo fue aspirado y descartado, las células se lavaron dos veces con PBS (8 g de NacCl,
0,2 g de KCI; 1,44 g de POsHNa; y 0,24 g de PO4sH2K en 1 litro de agua bidestilada; pH

7,4) para remover los inhibidores de tripsina presentes en el suero y luego se agregd a cada
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placa o botella 1,5 ml de solucidén de tripsina (0,25; EDTA 0,53 mM). Se incubaron a 37°C
hasta observar en el microscopio que las células se despegaran. Posteriormente las células

fueron resuspendidas en medio fresco. Se plaquearon a una densidad de 2,0 x 10* células/

cm? en botellas T 25 o T 75 o en placas de 100 mm de diametro.

II1.I1.1.2 PRESERVACION CRIOGENICA

Cuando los cultivos celulares alcanzaron el 85% de confluencia, las células fueron
tripsinizadas como se describi6é anteriormente, centrifugadas por 5 min a 900 rpm y luego
resuspendidas en medio de cultivo con SFB 20 % (v/v) y dimetil sulféxido (DMSO) 10%
(v/v). Las células fueron fraccionadas en alicuotas de a 1 ml en criotubos y colocadas en un
dispositivo “cryo-cooler” a -80°C. Luego de 24 h las células fueron transferidas a nitrégeno

liquido.

II1.I1.1.3 TRATAMIENTOS CON HEMINA Y SNPP

Los cultivos celulares de PC3, LNCaP y MDA PCa 2b fueron tratados con:
0 Hemina, un inductor especifico de la actividad y de la expresién de HO-1.

0 SnPP, un inductor de la expresion de HO-1 e inhibidor especifico de su actividad.

II1.I1.1.3.1 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE HEMINA

36 mg de cloruro de hemina se disolvieron en 0,4 ml de NaOH 0,5 N y se agregaron 0,5 ml
de Tris-HCI 1M pH 8, se filtr6 utililizando filtros de 0,2 um y se conservo alicuotado a
-80°C (solucion stock de hemina 550uM) (Muppala et al., 2000). Inmediatamente antes de
su uso se diluyo en PBS 1:100 y se hicieron posteriores diluciones para obtener
concentraciones finales de 30-70uM en RPMI 1640 (para PC3 o LNCaP) o BRFF-HPCl1
(para MDA PCa 2b).

ITI.I1.1.3.1 PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE SNPP
Se disolvio el SnPP en DMSO (0,2% v/v) y luego se diluyéo en RPMI 1640 (para PC3 o
LNCaP) o BRFF-HPC1 (para MDA PCa 2b) a una concentracion final 10uM. La solucién

se filtré utilizando filtros de 0,2 um.
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II1.I1.2 PREPARACION DE VECTORES DE EXPRESION

II1.I1.2.1 PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES
Se prepararon bacterias competentes de la cepa Escherichia coli DH5a partiendo de un
cultivo de 5 ml de medio completo Luria-Bertani (LB/ pH 7; 10 g de triptona; 5 g de
extracto de levadura; 5 g de cloruro de sodio, en un volumen final de 1 1 de H,O d) sin
antibidtico, crecido durante toda la noche a 37°C en agitacion hasta alcanzar una densidad
optica de 0,4 a 0,6. Las bacterias fueron centrifugadas a 700g durante 5 min a 4°C, el pellet
se resuspendié en 4 ml de CaCl> 50 mM estéril y se incub6 durante 15 min en hielo. Luego
se centrifugd nuevamente a 700 g durante 5 min a 4°C y el pellet se resuspendio en 3 ml de

CaClz 50 mM frio y estéril, se alicuotd en 15% de glicerol y se conservo a -70°C.

II1.11.2.2 TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Las bacterias competentes (50 pl) se transformaron con los plasmidos deseados (1png) con
resistencia a ampicilina, incubando durante 30 min en hielo y luego realizando un shock
térmico (a 42°C durante 2 min y posteriormente 5 min en hielo) para permeabilizar la pared
bacteriana. Se agregaron 450 ul de LB sin antibidtico y se incubd durante 1 h a 37°C. Una
alicuota (200 pl), se rastrillé en una placa con LB + ampicilina (50 pg/ml) y se incub6 toda
la noche en estufa a 37°C. Se pic6 una colonia y se la dejo crecer en medio LB + ampicilina.

Se guard6 un stock en 15% glicerol a -70°C.

II1.11.2.3 AISLAMIENTO DEL DNA PLASMIDICO

Se realizd un cultivo en medio LB liquido con ampicilina tomando las bacterias
transformadas con el plasmido de interés e incubandolo toda la noche a 37°C con agitacion
orbital. Luego se centrifugé a 6.000 g durante 15 min a 4°C. El pellet se resuspendio en P1
(6,06 g de Tris base; 3,72 g de Na-EDTA-2H,0; pH 8, volumen final 1 [; 100 pg/ml de
RNasa A) para lisar las bacterias. Se agregd P2 (8 g de NaOH en un volumen final de 1 1,
conteniendo 20% de SDS) durante 5 min para desnaturalizar el DNA y luego P3 (294,5 g de
acetato de potasio en un volumen final de 1 1, ajustando el pH a 5,5 con acido acético

glacial) para renaturalizarlo. Este método se basa en que debido a las diferencias de tamafio
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del DNA cromosémico y del plasmidico, éste ultimo de menor tamafio, sera el unico capaz
de renaturalizar. Por lo tanto, se incubd en hielo durante 20 min para favorecer su
renaturalizacion y se procedid a centrifugar a 20.000g durante 30 min a 4°C. El
sobrenadante se volvié a centrifugar durante 15 min y luego se precipité el DNA con 0,7
volumenes de isopropanol. Se centrifug6 a 15.000 g durante 30 min a 4°C. El pellet se lavo
con etanol 70% y se centrifugd nuevamente a 15.000 g durante 10 min a 4°C. Se dejo secar
y el pellet se redisolvié en buffer TE (Tris HCl 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8). El plasmido
aislado se cuantificd por medicion de la absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro

(GeneQuant Pro).

I11.11.2.4 TRANSFECCIONES DE CELULAS DE MAMIFEROS CON FOSFATO DE CALCIO

Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos hasta una confluencia del 60%. Se prepard
solucion A (por cada pocillo: 215 pl H2O destilada estéril; 31,25 pul CaClz 2M; 25 pg tRNA)
y solucion B (por cada pocillo: 250 ul HN buffer [SOmM HEPES, 280mM NaCl, volumen
final 11 con H20O d; pH 7.1]; 6,25 ul NaH,POs 70 mM). Se agregd 5 ug del plasmido a
transfectar a la solucidén A y a la solucion B. Se incub6 la mezcla durante 40 min y luego se
agregd por goteo a las células. Se incubo durante 5 h a 37°C, en atmosfera con CO2 5% y se
realizaron 3 lavados con medio RPMI 1640. Posteriormente, se realizaron cultivos durante
24 h de las células transfectadas con los plasmidos hHO4.9luc, hHO4.9 Mlluc,
hHO4.9 M2luc, PC3pcDNA3 y PC3HO-1.

IIL.I1.2.5 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA LUCIFERASA

Luego de la transfeccion celular como se detall6 anteriormente, las células se cosecharon al
tiempo indicado en cada caso, se lavaron una vez con PBS 1X y se congelaron como
minimo por 30 min a -70° C. Luego se incubaron con 150 pl de buffer de lisis (Lysis Buffer

5X, Promega, USA) durante 30 min con agitacion constante.

Para medir la actividad de luciferasa, se incubaron 30 pl del lisado celular con 50 pl del
reactivo de luciferasa (Promega) en oscuridad e inmediatamente se cuantifico la actividad de
luciferasa en un lumindémetro (HIDEX) como emision de luz durante 30 s. Como blanco se

incub6 unicamente 50 pl del buffer de ensayo de la luciferasa.
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Para la normalizacién de los resultados no se utilizaron métodos que consideren controles
internos de transfeccion, como actividad de luciferasa de renilla o actividad de f-
galactosidasa, ya que cuando se usan otros reporteros como control interno estos pueden
competir cuando se realiza un tratamiento con agentes genotoxicos, hormonas y citoquinas
(Thavathiru y Das, 2001; Sims et al., 2003; Mulholland et al., 2004). Ademas, el control
interno también puede estar influenciado por la presencia de otros factores de transcripcion

o cofactores.

En nuestra experiencia, la mejor manera de normalizar los datos es haciéndolo con respecto
a la concentracion de proteinas totales. Asi, los valores obtenidos se normalizaron respecto
de la concentracion de proteinas medida por el método de Bradford. Cada transfeccion se
realiz6 por triplicado y se hicieron por lo menos 3 experimentos independientes. Las barras
de error se calcularon como el intervalo de confianza al 95% en el cual se encuentra el valor

medio de la actividad de luciferasa para cada tratamiento.

II1.11.2.6 TRANSFECCION CON SiRNA

Para producir el silenciamiento de la expresion de HO-1 se adquirié el siRNA generado por
SIGMA (USA). Las secuencias ‘sentido’ y ‘antisentido’ del siRNA para HO-1 humano
utilizadas fueron: (Secuencia sentido: 5'-GGAGAUUGAGCGCAACAAGATAT-3' y
antisentido 5-CUUGUUGCGCU AAAUCUCCATdT-3"). Se us6 una secuencia que no
hibrida con ningin RNA humano (siRNA scramble, Dharmacon) como control negativo.
Las células MDA PCA 2b se cultivaron en placas de 60mm de diametro y se hicieron crecer
hasta alcanzar una confluencia del 50-60%. Luego fueron transfectadas utilizando el
reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en medio de cultivo BRFF-HPC1 (10%
gentamicina) sin SFB. Luego de 5 h de incubacion, se agregdé medio nuevo conteniendo
SFB 20%. Los ensayos de proliferacion, invasion y migracion fueron realizados 72 h post-

transfeccion.
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II1.I1.3 ANALISIS MOLECULAR

II1.I1.3.1 AISLAMIENTO DEL RNA

Para extraer el RNA total de las células se utiliz6 el RNeasy Mini Kit (QIAGEN) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Luego de realizar el tratamiento correspondiente, los
cultivos celulares se lavaron con PBS y las células se lisaron con buffer RLT con B-
mercaptoetanol. Se cosecharon, y la solucion se homogeneizé con una columna Qiashredder
(Qiagen) centrifugando durante 2 min a 6.700 g. En la columna quedaron retenidos los
restos celulares. Al eluido se le agregd etanol 70% y se lo colocd en una columna RNeasy, la
cual se centrifugd a 6.700 g por 30 s. Se descart6 el eluido, se agregoé a la columna buffer de
lavado RWI y se centrifugd a 6.700 g por 30 s. Nuevamente se descart6 el eluido, se agregd
otro buffer de lavado RPE y se volvid a centrifugar a 6.700 g por 30 s mas. Se descarto el
eluido y se procedio a centrifugar sin el agregado buffer para aumentar la pureza de la
muestra. Se eluyd el RNA retenido en la columna con 30 pl de agua libre de nucleasas y se

guardo el eluido a -70°C.

ITL.I1.3.2 CUANTIFICACION Y PUREZA DEL RNA

La concentracion del RNA obtenido se midio realizando una dilucion de la muestra 1:140
con H>O d y midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectrofotdometro (GeneQuant Pro).
El grado de pureza de la muestra se estimé como la razén entre A260nm/A280nm Sj g
concentracion del RNA era mayor a 1 ug/ul con una pureza mayor a 1,7 se procedio a la

retro-transcripcion para la obtencion del cDNA.

II1.I1.3.3 RT-PCR

La RT-PCR fue llevada a cabo utilizando el kit GeneScript one-step (GeneSys Ltd.) y
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se prepararon dos soluciones mezcla “master mix”’
separadas en tubos libres de DNAsas y RNAsas y se mantuvieron en hielo. La Master mix 1
contenia para una reaccion de un volumen final de 25 pl: 200 uM dNTP mezcla, 500 pmol
primers, 1 g RNA y agua destilada libre de nucleasas. La Master Mix 2 contenia para una
reaccion 5 x RT-PCR buffer (10 pl); 1.5 mM MgSO4 y 0,5 pl de GeneScript Enyme Mix. La

transcripcion reversa se desarrolld de la siguiente forma: desnaturalizacion a 94°C por 4 min
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para la sintesis de la 1™ hebra, luego: 94°C por 60 s (denaturalizacion), 55°C por 30 s
(annealing) y 72°C durante 1 min. Este programa se repitié por 30 ciclos y finalmente un
paso de extension a 72°C por 10 min. Las secuencias de los primers utilizados se muestran

en la seccion I11.1.5.

I11.I1.3.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Las muestras fueron separadas por electroforesis en un gel de agarosa 2 % (p/v) en TAE 1 X
(40 mM Tris-acetato, 1| mM EDTA pH 8) conteniendo bromuro de etidio 0,2% (v/v). Se
agregd 1 x BlueRun DNA loading buffer (Hybaid) a cada muestra y se procedié a realizar

una electroforesis a 80 V. Las bandas de cDNA fueron visualizadas por iluminacién con UV.

II1.I1.3.5 PREPARACION DEL CDNA

Para la obtencion del cDNA, 2 pg de RNA de cada muestra se llevaron a un volumen final
de 12,5 pl con H20 d y se desnaturalizaron a 65 °C durante 5 min. Luego se los coloco en
hielo y se les agregd mezcla de reaccion que contenia dNTPs, oligodT, inhibidores de
RNAsas, buffer y retrotranscriptasa Omniscript RT-Kit siguiendo las instrucciones del

fabricante. Se incub6 a 37°C durante 2 h y se guardd a -20° C.

II1.I1.3.6 PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (RT-qPCR)

El ¢cDNA se amplific6 por PCR en tiempo real (PCR cuantitativa) como se describid
anteriormente (Smith et al., 2004). Brevemente, a 2,4 pl de la muestra se le agrego6 los
oligos (1,5 ul) especificos disefiados previamente, SYBRgreen (0,25 pl) y la mezcla de
enzima Taq polimerasa del kit HotStart Master Mix de Qiagen (12,5 pl), siguiendo las
instrucciones del fabricante en un volumen final de 25 pl. Las muestras asi preparadas se
amplificaron en un aparato DNA Engine Opticon (MJ Research) siguiendo el siguiente
programa: 12 min a 94°C, y 54 ciclos de: 20 s a 92°C, 20 s a 60°C (para actina) 0 20 s a
58°C (para MMP9 y HO-1), 30 s a 72°C y 2 s a 79,5°C. Cada reaccioén se realizd por
duplicado y los resultados se normalizaron con actina. Se hicieron 3 experimentos
independientes. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software Opticon 3 trazando
una recta en la parte exponencial de la curva de amplificacion y obteniendo asi los valores

de Cr. Para calcular la induccion de la expresion de los genes testeados se estimé el
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promedio de los valores de Cr para el gen incognita y para el No RT (RNA que habia sido
incubado en las condiciones de la reaccion de retrotranscripcion, pero en ausencia de la

enzima retrotranscriptasa) de la siguiente manera:

Cr=(Crl +C12)/2 (1)
La diferencia en los valores de Cr entre cada muestra y el No RT determina el delta-Cr

(ACr). Esto se resume en la siguiente expresion:

ACt = (CtNORT) — (CTmuestra) (2)
Una vez normalizado y debido al exponente natural de qPCR, los valores son transformados
a medidas relativas de veces de induccion (VIa) para una mejor comparacion entre los
experimentos:
VI, = 24¢T (3)
Luego, se normalizaron nuevamente los niveles de cDNA de las muestras con su

correspondiente control de carga (Actina) de la siguiente manera:

VIb = VI. muestra / VI, actina 4)
Donde VI, representa las veces de induccion normalizada a Actina. Finalmente, los datos se
normalizaron respecto al control (VIn).

VIn = VI muestra / VI, control (5)

Para el calculo de errores de cada medicion se obtuvo el desvio estandar (ds) de las
mediciones del Ct de las muestras tratadas y no tratadas del gen y del control de Actina de

los datos obtenidos para cada tratamiento:

K Cr-Cy
®NTwon

donde n es el tamano de la muestra.

(6)

Luego, el error se calculdé como la raiz cuadrada de la suma de los errores de los Cr de las
muestras, de los Ct de los No RT y de los Cr de Actina (Smith et al., 2004), aplicando la

siguiente formula:

E = [(ds/ C1)? muestra + (ds/ Ct)? noRT + (ds/ Cr)? actina]'? (7)

y estos datos se multiplicaron por las veces de induccion finales.
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IT1.I1.4 EVALUACION DE LA VIABILIDAD, LA PROLIFERCION CELULAR Y LA APOPTOSIS

I11.11.4.1 MEDICION DE LA VIABILIDAD CELULAR/ ENSAYO MTS

El MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium), en presencia del metosulfato de fenazina (PMS), produce formazin, un
producto soluble en agua que tiene presenta un maximo de absorbancia a 490-500 nm en
PBS. Tiene la ventaja sobre el MTT de que los reactivos MTS + PMS se reducen mas
eficientemente que el MTT y ademés como el producto es hidrosoluble, disminuye la

toxicidad sobre las células.

Para medir la viabilidad celular se utilizo el kit comercial CellTiter 96 Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células PC3
y MDA PCA 2b fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 10.000
células/200 pul de medio por pocillo (24 h, 37°C) y posteriormente en medio sin suero por 24
h a37° C. Las células luego se incubaron por 24 h, se agrego6 al medio hemina o SnPP, y se
incubaron por 24 h mas. Luego se realizaron dos lavados con PBS, y se agreg6 20 pl por
pocillo de MTS y las células se incubaron durante 3 h a 37°C. El formazan soluble
producido por la reduccion celular del MTS se midié a 490 nm en un espectrofotometro
(Anthos 2020). Se realizé una curva estandar para cada linea celular, sembrando las células

en densidades crecientes (4.000-40.000 células/pocillo).

IT1.11.4.2 INCORPORACION DE 3H-TIMIDINA

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a razon de 2 x 10° células por pocillo con
medio completo, suplementado con 10% de SFB por 24 h. Inmediatamente luego del
tratamiento correspondiente (hemin (70 uM) o SnPP (10 uM) por 24 h), las células fueron
incubadas con 1 uCi/ml 3H-timidina (81 Ci/ mmol; Amersham Biosciences) durante 4 h a
37°C, lavadas 3 veces con PBS frio, cosechadas y centrifugadas a 3000 rpm por 5 min.
Luego fueron lisadas con 500 ul de tricloroacético (TCA) 5% durante 30 minutos y
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. El pellet fue lavado dos veces con agua fria y
resuspendido en 50 ul de NaOH 1 M durante 1 h a temperatura ambiente. La radioactividad
incorporada fue cuantificada en un contador de centelleo. La sintesis del DNA fue estimada

como dpm/ug de proteina. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado.
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II1.11.4.3 ANALISIS DEL CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUJO

El analisis del ciclo celular fue realizado por FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter
Analysis). Aproximadamente 1x10° células fueron cosechadas, tripsinizadas, lavadas con 1
ml de PBS frio y centrifugadas a 3.000 rpm por 3 min. Luego las células fueron
resuspendidas en PBS frio y centrifugadas nuevamente a 3.000 rpm por 3 min. Los pellets
fueron transferidos gota a gota a un tubo Eppendorf conteniendo 1 ml de etanol 70% (v/v) a
-20°C, donde fueron fijadas por 30 min a 2° C (las células se almacenaron -20 ° C previo a la
tincion y hasta el momento del anélisis por citometria de flujo). Las células resuspendidas en
etanol fueron centrifugadas a 3.000 rpm por 4 min, lavadas 2 veces con PBS frio,
resuspendidas en 0,5 ml de PBS conteniendo 10 pg/ml de ioduro de propidio (IP) y 250 pg/
ml RNasa A, permaneciendo en oscuridad a 37°C por 30 min. Se utilizé IP como colorante
para el analisis del ciclo celular. El IP se intercala en la cavidad mayor de la doble cadena
del DNA y produce una aducto altamente fluorescente que puede ser excitado a 488 nm con
un ancho de emision centrado en alrededor de 600 nm. Dado que el IP también puede unirse
al RNA, es necesario tratar a las células con RNAasa para una optima resolucion del DNA.
Se realizo el anélisis en un citometro de flujo FACSCalibur usando una longitud de onda de
excitacion de 488 nm y de 585 nm de emision. Se empled un programa para histogramas de
deconvolucion de la frecuencia del contenido de DNA (ModFit LT cell cycle analysis
software) y se grafico el % de células en las distintas fases del ciclo celular. Se realizaron

tres experimentos independientes por duplicado.

I11.11.4.4 CITOMETRIA DE FLUJO PARA ANALISIS DE CELULAS APOPTOTICAS

Las células apoptoticas fueron analizadas utilizando AnnexinV-FITC Apoptosis Detection
Kit 1 (BD Pharmingen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células luego de los
tratamientos correspondientes fueron cosechadas, tripsinizadas y centrifugadas a 3.000 rpm
por 3 min. Luego de la centrifugacion, las células fueron lavadas 2 veces con PBS frio y
resuspendidas en buffer de binding 1X a una concentracion de 1 x 10% células/ml.
Posteriormente se transfirieron 100 pl de la suspension celular (1 x 103 células) a un tubo
Eppendorf'y se agregaron 5 pl de AnexinaV-FITC y 5 ul of PI a cada tubo. Los tubos fueron
vortexeados levemente e incubados a temperatura ambiente (25°C) por 15 min en oscuridad.
Finalmente se agregé 400 pl de buffer de binding 1X a cada tubo. Las muestras fueron
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analizadas por citometria de flujo durante el transcurso de la hora siguiente. Se realizaron
los siguientes controles para establecer las compensaciones y los cuadrantes: 1) células sin
tenir, 2) células tefiidas solamente con AnexinaV-FITC (sin IP) y 3) células tefiidas
solamente con IP (sin AnexinaV-FITC). Se realizaron tres experimentos independientes por

duplicado.

IIL.IL.5 ANALISIS DE PROTEINAS

II1.I1.5.1 PREPARACION DE LISADOS CELULARES

Las células tratadas, se lavaron dos veces con PBS en presencia de inhibidores de fosfatasas
(PMSF 10 mM y NaF 0.5 uM) y se cosecharon con el agregado de 120 ul de PBS e
inhibidores. Luego se centrifugdé a 900 g durante 1 min a 4°C y el pellet celular se
resuspendi6 en buffer RIPA (Radio Immuno Precipitation Assay) (Tris-HCI 50 mM pH 7.4;
NaCl 150 mM; EDTA 20 mM; pH 8; deoxicolato de sodio 1% (p/v); azida de sodio 0,02%,
SDS 0,1% (p/v); Triton X-100 1%) con inhibidores (NaF 0,5 puM; NasVOs4 0,8 mM ¢
inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, SIGMA). Se incub6 en hielo durante
20 min y se centrifug6 a 12.000 rpm a 4°C durante 4 min. El sobrenadante conteniendo las

proteinas totales se conservo a -20°C.

II1.11.5.2 MEDICION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

Se determind la concentracion proteica usando el método del acido bicinconinico (BCA
98% y CuSOs4 2%). La curva estandar se realizo utilizando cantidades conocidas de sero-
albumina bovina (BSA) disuelta en buffer de lisis RIPA. Las muestras (10 pl) se colocaron
en una placa de 96 pocillos que contenia 200 pl de CuSO4/BCA. Se agité y se incubd
durante 30 min a 37°C. Se determin6 la absorbancia a 570 nm en un lector de placas

(BIORAD Microplate Reader, Benchmark).

II1.I1.6 SDS-PAGE Y WESTERN BLOT

II1.I1.6.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las proteinas aisladas de los lisados celulares fueron diluidas a la concentracion deseada

con buffer de siembra (en un volumen final de 50 ml: 2,5 ml de Tris HCI 1M pH §; 25 ml
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de SDS 10%; 10 ml glicerol; 12,5g de sacarosa, una punta de espatula de azul de
bromofenol) y buffer de lisis RIPA. Luego las muestras se calentaron durante 10 min a

80°C.

II1.11.6.2 ELECTROFORESIS

Las muestras fueron preparadas como se describi¢ anteriormente y se sembraron 25 ul de
cada de cada una por pocillo. Adicionalmente se sembro6 en otro pocillo el marcador de peso
molecular (Rainbow Marker (Amersham GE)). Se utilizd el sistema vertical de Bio-Rad.
Las muestras se resolvieron en un gel de poliacrilamida 10% en condiciones
desnaturalizantes a 120V, por 1:30 h en presencia de buffer de electroforesis 1X (12 g Tris;

57,6 g glicina; 40 ml SDS 10 % 9 (v/v) en un volumen final de 1 I).

IT1.11.6.3 TRANSFERENCIA A MEMBRANA DE NITROCELULOSA

Una vez concluida la separacion electroforética, las proteinas fueron transferidas a un
soporte solido, en este caso un filtro de nitrocelulosa (Hybond, Amersham Pharmacia). Una
de las caras del gel fue apoyada sobre un trozo de nitrocelulosa del mismo tamafio y ambos
fueron colocados entre papeles Whatman 3M previamente humedecidos en buffer de
transferencia (Towbin) 1X (Tris base 25 mM; glicina 192 mM; SDS 3,5 mM; pH 83 y
metanol 20% (v/v)) y éstos a su vez colocados entre dos esponjas de poro grande y dentro de
un soporte plastico. Toda la construccidon fue sumergida en el tanque electroforético, con
buffer de transferencia 1X, con el filtro de nitrocelulosa del lado anodico. La transferencia
se llevd a cabo a 250 mA, durante 90 min. Se verifico que la transferencia fuese exitosa
tinendo las membranas con rojo Ponceau (0,1% Rojo Ponceau, 5% dacido acético). La

decoloracion de la membrana se llevo a cabo lavando varias veces con buffer TBS-T (NaCl

150 mM; KCI 2,68 mM; Tris base 24,7 mM; Tween-20 0,05% (v/v); pH 7,4).

II1.11.6.4 INMUNODETECCION DE PROTEINAS

Para realizar la deteccion de las proteinas en primer lugar se bloquearon las proteinas
inespecificas con TBS-T (Tween-20 005% (v/v) en 10mM Tris-HCI; pH 7.4) con 5% (p/v)
de leche en polvo durante 60 min. Luego las membranas se lavaron con TBS-T y se

incubaron durante 16 h (ON) a 4°C, con agitacion suave, con los diferentes anticuerpos
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primarios diluidos en TBS-T. Después de realizar 3 lavados de 15 min con TBS-T con
agitacion suave, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-conejo
(1:5000) o anti-ratébn (1:1000), segin el anticuerpo primario utilizado, acoplados a
peroxidasa de rabano (HRP) y diluidos en TBS-T, durante 1:30 h, a temperatura ambiente,

con agitacion suave. Luego las membranas se lavaron con TBS-T.

Para visualizar las proteinas se utilizé el kit de deteccion ECL (Amersham Pharmacia),
basado en la produccion de quimioluminiscencia como consecuencia de la digestion de un
sustrato de la enzima HRP. La visualizacion de las bandas se realizo con el analizador de
imagenes Phosphoimager (Fuji Photo Film Co. Ld., Cypress, CA). Las bandas se
cuantificaron densitométricamente utilizando el programa NIH ImageQuant y los resultados

de normalizaron con B-actina.

II1.11.7 INMUNOFLUORESCENCIA

II1.I1.7.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se sembraron 1 x 10° células de cada linea (PC3, PC3pcDNA3 y PC3HO-1) sobre
cubreobjetos (20 mm x 20 mm) en placas de 6 pocillos. Luego de los tratamientos los
cultivos fueron lavadas 3 veces con PBS 1X y las células fijadas con paraformaldehido 4%
v/v en PBS por 10 minutos a temperatura ambiente. Los lavados se repitieron 3 veces.
Posteriormente las células fueron permeabilizadas con triton 0,2% (v/v) en PBS, por 15
minutos a temperatura ambiente. El bloqueo se realizd mediante la utilizacion de una
solucion de BSA 1% (p/v) durante 1 h, a temperatura ambiente. Los cubreobjetos se
posicionaron boca arriba sobre Parafilm en una placa de Petri y se les agregd 150 ul del
anticuerpo primario correspondiente (HO-1, dilucion 1:400; Vimentina, dilucion 1:200), ON
a 4°C con agitacion suave. Luego los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS y se procedio
a incubarlos durante 1 h, a temperatura ambiente, en oscuridad, con los anticuerpos
secundarios especificos conjugados con un fluoréforo (rojo, Alexa flior 594, Molecular
Probe Invitrogen, para HO-1 y verde, Alexa flaor 488, Molecular Probe Invitrogen, para
vimentina, dilucién 1:1000 en PBS con BSA 1%). Posteriormente se realizaron 3 lavados
con PBS, los cubreobjetos se sumergieron en agua y se invirtieron sobre un portaobjetos

conteniendo 10 pl de medio de montaje (VectaShield de Vector H1000) con el colorante
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DAPI (Sigma D-8417, dilucién 1/10000, pico maximo en el espectro de excitacion/emision:

358/461nm).

II1.11.7.2 MICROSCOPIA CONFOCAL

Las muestras tefiidas segun el protocolo de inmunofluorescencia (HO-1 o vimentina) o con
el colorante fluorescente (DAPI) fueron observadas con un microscopio confocal Nikon 180
acoplado a una camara refrigerada. La adquisicion de las imagenes se obtuvieron utilizando
el programa Nikon ACT-1 version 2.63 copyright (c) 2000, Nikon Corporation. Las fotos
fueron tomadas con objetivo de 63x, aumento total 630x (ocular 10x). Los parametros de
adquisicion de la imagen fueron optimizados para cada foto individual, a fin de que la

ganancia de la sefal no se encuentre saturada y la sefial de fondo/ruido sea casi nula.

III.I1.8 ZIMOGRAFIA
Con el objetivo de detectar la actividad proteolitica (gelatinasa) de MMP9 en las células de
PCa se realiz6 la técnica de zimografia, para la cual se arman geles conteniendo gelatina

como sustrato.

Muestras de medio condicionado de cada condicion experimental, conteniendo igual
cantidad de proteinas, llevadas a 10 pl con el agregado de buffer (SDS 5% (v/v), glicerol
20% (v/v) en Tris-HC1 0.4 M, pH 6,8 conteniendo azul de bromofenol sin 2-mercaptoetanol)
fueron sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida (10%) conteniendo gelatina (2
mg/ml). La electroforesis fue realizada en condiciones no desnaturalizantes a voltaje

constante de 100V y durante 2 h a 4°C.

Luego de la corrida electroforética se realizaron 6 lavados, de 5 minutos cada uno, en Triton
X-100 2,5% (v/v) para eliminar el SDS presente y tres lavados, de 10 min, en PBS para
eliminar el Triton del lavado anterior. Los geles fueron incubados ON a 37 ° C con
agitacion, en una solucion de Tris-HCI 50 mM; pH 7.4 conteniendo NaCl 0.15 mM y CaCl;
30 mM. La solucién fue removida luego de la incubacién y el gel fue tefiido con Coomasie
Brilliant Blue G-250 al 0,5% (p/v) en metanol 30% (v/v) y acido acético 10% (v/v) por 45
minutos. El gel fue destefiido con una solucion conteniendo metanol 5% (v/v) y acido

acético 7,5% (v/v) hasta que la actividad gelatinolitica fue detectada por la presencia de
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bandas claras sobre un fondo azul. Todo el proceso de tefiido y destefiido fue realizado en

agitacion a temperatura ambiente.

Los controles negativos de la técnica zimografica fueron realizados agregando EDTA 0,2
uM al buffer de incubacion el cual anula toda actividad de metaloproteasas en su forma

activa o latente.

La identificacion de cada banda de degradacion, correspondientes a MMP9 fue realizada
usando marcadores de peso molecular estandares comerciales pretefiidos considerando que
el peso molecular de la metaloproteasa es de 92 kDa. Sin embargo, en algunos casos se ha
observado la presencia de formas latentes de proMMP9 que pueden ser detectadas en estos
geles debido a la presencia de SDS en la corrida electroforética que desestabiliza la union de
cisteina al 4tomo de zinc, activando asi al zimogeno. Estas bandas de degradacion
enzimatica son especificas ya que desaparecen cuando el gel es incubado en presencia de

EDTA.

La intensidad de las bandas, correspondiente a la actividad enzimadtica, fue determinada con
un Phosphoimager (Fuji Photo Film Co. Ld., Cypress, CA) y analizadas con el programa de
densitometria ImageJ 1.37.v software (NIH, USA). Los datos fueron cuantificados como
veces de actividad y comparados con el control. Para ello, previo a la comparacion, los datos
obtenidos en la densitometria de la MMP se normalizaron con la proteina total por analisis

densitométrico en cada condicion experimental.

II1.1I1.9 ENSAYOS CELULARES

II1.I1.9.1 INVASION CELULAR

Las células metastasicas producen enzimas proteoliticas (ejemplo: colagenasas, activadores
de plasmindgeno, hidrolisados lisosomales) y también presentan expresion aumentada de
ciertos receptores de proteasas de superficie de membrana. El ensayo de invasioén consiste
en colocar unos insertos de membrana de policarbonato (tamafio del poro: 8 um) en los
pocillos de una placa de 24 pocillos. La superficie superior de los insertos esta recubierta
con una capa uniforme de Matrigel®. Esta capa de Matrigel® sirve como una barrera para
discriminar entre las células invasivas y las no invasivas. Las células invasivas son capaces

de degradar las proteinas de la matriz en esta capa, y atravesar los poros de la membrana de
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policarbonato. Finalmente las células son removidas de la zona superior de la membrana y

las que invadieron son tefiidas y cuantificadas.

El ensayo de invasion se hizo a través de camaras recubiertas de Matrigel® (Fig. 19). Se
colocaron 200 pl por inserto y se dejo reposar por 2 h a temperatura ambiente. Se sembraron
las distintas lineas celulares: PC3, PC3 tratadas con hemina o con SnPP, Pc3HO-I,
PC3pcDNA3, MDA PCa 2b, MDA PCa 2b tratada con hemina, MDA PCa 2b control
siRNA , MDA PCa 2b siRNAHO-1, LNCaP y LNCaP tratada con hemina (2 x 10° células/
250ml de medio), en las camaras superiores de los insertos. Los pocillos inferiores fueron
llenados con 500 pl de medio de cultivo (correspondiente a cada linea celular). Luego de 24
h de incubacion a 37°C se retiraron los insertos de los pocillos, se lavaron suavemente con 1
ml de PBS 1 X, se fijaron en metanol 100% (v/v) por 10 minutos (500 ul/pocillo) y
finalmente se tifieron con cristal violeta 0,1% (p/v) (Sigma) por 5 min. Luego se aspir6 el
cristal violeta, se lavaron los pocillos con agua para remover el exceso del colorante y las
células que habian quedado en la parte superior de los insertos se removieron con un hisopo.
Las células que habian atravesado los insertos hacia la cara inferior de los mismos, fueron
contadas en 4 campos distintos por microscopia dOptica. Se utilizé el test de Mann-Whitney

(test no-paramétrico) con P<(,05 como criterio para la significancia estadistica .

ccoco Cell suspension placed in upper chamber

l 24-48 hr

Invasive cells pass through basement
membrane layer and cling to the bottom of
the Boyden chamber membrane. Non-
invasive cells stay in the upper chamber

L

After removal of non-invasive cells, invaded
cells are stained and quantified

Y Media/FBS ® Cels ™ Staining Solution

[ serum Free Media “) Basement Membrane Layer

FIGURA 19. Esquema del ensayo de Invasion (http://www.biocat.com/cgi-bin/page/sub2.pl?
subl=cell_invasion&sub2=fluorometric_cell_invasion_assays&main_group=cell_biology).
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I11.1I1.9.2 MIGRACION CELULAR

La evaluacion de la migracion celular se hizo a través de un ensayo de “wound
healing” (Petit y Thiery, 2000). Este método “imita” la migracion celular durante la
cicatrizacion in vivo. Los pasos involucran crear una “herida” en una monocapa celular,
capturando las imagenes al comienzo y a intervalos regulares durante la migracion celular al
cerrar la herida, y comparando las iméagenes para cuantificar la tasa migratoria de las

células.

Se sembraron las células en placas de Petri de 35 mm de didmetro y se cultivaron por 24 h.
Luego se hizo una herida con un tip de una micropipeta de 200 pl, dejando al descubierto
una seccion de la monocapa celular. Las células fueron luego monitoreadas por fotografia
“Time-Lapse” (1 cuadro cada 60 s durante un periodo total de 24 h). Las imagenes fueron
tomadas montando el sistema sobre un microscopio invertido (Diavert, Leitz Wetzlar,
Germany) equipado con una camara digital Canon A520 o una Canon Rebel 350 XT
acopladas sobre el microscopio. De esta manera se tomaron imagenes a intervalos regulares
mediante un programa desarrollado por (Salierno et al., 2007) que controla las camaras
desde una PC y guarda las fotos en un disco rigido o mediante el programa comercial

desarrollado para camaras Canon GBtimelapse.

La cuantificacion del ensayo fue realizada midiendo: 1) el area descubierta de la herida cada
6 h durante 24 h con el programa ImageJ 1.37v (NIH, USA; los graficos representan el
porcentaje de herida descubierta en los distintos intervalos de tiempo, tomando un valor de
100% de herida descubierta a 0 h; 2) la tasa migratoria calculada como la pendiente del area
de la herida descubierta/ tiempo transcurrido; los resultados representan el promedio de dos

experimentos independientes + SD.

HILII.10 RT-qPCR MICROARRAYS DE EXPRESION

II1.I1.10.1 RT-qPCR OLIGO GEARRAY® HUMAN ANGIOGENESIS MICROARRAY
ANALYSIS

Se aislo y extrajo RNA de cultivos celulares de PC3, PC3HO-1, PC3pcDNA3 y MDA PCa
2b como se detallo anteriormente. Las muestras fueron enviadas en hielo seco a SuperArray

Bioscience Corporation (Maryland, USA) para realizar el microarray: “RT-qPCR Oligo
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GEArray® Human Angiogenesis Microarray analisis”. Se analizaron ciento trece genes
relacionados con inflamacion y angiogénesis. Los datos obtenidos fueron normalizados con

los genes: B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH y ACTB. Se realizaron dos experimentos

independientes.

IIL.I1.11 TUMORES DE CANCER DE PROSTATA HUMANO CRECIENDO COMO XENOGRAFOS
EN RATONES NUDE.

Para los estudios in vivo se utilizaron ratones (nu/nu) machos atimicos de seis a ochos
semanas de edad, con un peso aproximado de 20 g, provenientes del bioterio de la CONEA
(Comision Nacional de Energia Atomica- CENTRO ATOMICO EZEIZA-U.A.
APLICACIONES TECNOLOGICAS Y AGROPECUARIAS — BIOTERIO- Buenos Aires,
Argentina). Estos ratones son congénitamente atimicos y presentan una severa
inmunodeficiencia. El tratamiento y manipulacion de los animales se realiz6 de acuerdo a
los lineamientos de la “Guia para el Bienestar de los animales en la Neoplasia
Experimental” (United Kingdom Coordinating Committee on Cancer Research) y de
acuerdo a la “guia establecida para el cuidado y uso de animales de laboratorio” elaborado
por el Comité de la Asociacion Argentina de especialistas en animales de laboratorio
(AADEALC). Para cada experimento se utilizaron 10 ratones, los cuales fueron
randomizados en dos grupos: PC3HO-1y PC3pcDNA3. Se inyectaron s.c. 3,6 x 10° células
(PC3HO-1 o PC3pcDNA3, en 200 ul de RPMI) en el flanco derecho de los animales (n=5
para cada grupo), utilizando una jeringa monoject 200, 30-gauge x "2. El tamafio de los
tumores se midid con un calibre comenzando en el dia 8 luego de la inoculacion, cuando los
tumores se volvieron palpables bajo la piel. Los volimenes tumorales se calcularon
utilizando la formula 7/6 x a x b?, donde a es la dimensién mayor del tumor y b corresponde
al ancho del mismo. Los animales fueron sacrificados bajo anestesia, después de 23 dias de
la generacion de los xenografos. Los tumores se extirparon y se congelaron en nitrégeno
liquido, para su posterior procesamiento para ensayos de inmunohistoquimica y extraccion

de RNA. Se realizaron dos experimentos independientes.
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II1.I1.12 PROCESAMIENTO DE LOS TUMORES PARA EXTRACCION DE RNA

Para la disgregacion de los tumores se utilizaron escalpelos. Los trozos obtenidos se
colocaron en buffer RLT (relacion 1:4 p/v) y se homogeneizaron con un Ultraturrax (pulsos
de 10 s, a potencia maxima). El RNA se extrajo segun el protocolo descripto anteriormente

utilizando un RNeasy Mini Kit (QIAGEN) (seccion I11.11.3).

II1.I1.13 HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA

Los tumores subcutaneos fueron removidos, fijados inmediatamente en para-formaldehido
4% (v/v) y procesados para su inclusion en parafina. Se realizaron cortes sucesivos de 5 pm
de espesor, siendo el primero coloreado con la técnica de hematoxilina-eosina; los restantes

cortes, en blanco, se utilizaron para la realizacion de las técnicas inmunohistoquimicas.

Para la técnica inmunohistoquimica se utilizd el sistema del complejo biotina-
estreptavidina-peroxidasa. (LSAB ® + kit, HRP, DAKO). Brevemente, los cortes fueron
desparafinados con xileno e hidratados con etanol en concentraciones decrecientes y con
agua destilada. Se bloque6 la actividad de la peroxidasa enddgena con HxO2 3% (v/v)
durante 10 min. Se realizaron varios lavados con PBS y se bloquearon los sitios
inespecificos con BSA 2% (p/v) en PBS durante 20 min. La recuperacion de antigenos se
llevé a cabo con el sistema de microondas (750W, 3x1 min) en buffer citrato de sodio 10
mM; pH 6. Para estudiar la expresion de HO-1 y MMP9 las muestras se incubaron
respectivamente con el anticuerpo HO-1 policlonal de conejo diluido 1:50 en PBS o con el
anticuerpo MMP9 de raton diluido 1:400 en PBS, ON a 4°C en cdmara humeda. Los
controles negativos se realizaron incubando a las muestras con PBS en ausencia del
anticuerpo primario. Luego los cortes se incubaron con un segundo anticuerpo anti IgG
biotinilado (DAKO LSAB + Kit, HRP) por 30 min y por ultimo con estreptavidina
conjugada con peroxidasa (DAKO LSAB + Kit, HRP) por 30 min. La reaccion de la
peroxidasa con el cromogeno 3,3’-diaminobencidina (DAB) (DAKO LSAB + Kit, HRP)
form6 un precipitado marrén en el sitio de union del antigeno con el anticuerpo. Se realiz
una leve contra-coloracion con hematoxilina al 10% vy finalmente los cortes fueron
montados con balsamo, en forma definitiva, para su posterior evaluacion. Los preparados

fueron evaluados por el Dr. Roberto P. Meiss, Jefe de la Division Patologia Experimental de
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la Academia Nacional de Medicina. La evaluacion de los resultados se realizd sefialando la
presencia (positivo) o ausencia (negativo) de la marcacion. En los casos positivos se indicd
la localizacion extra y/o intracelular; en la localizacion intracelular se sefialo, a su vez, la
ubicacion nuclear y/o citoplasmatica de la marcacion. En los casos positivos se realizé un
analisis semi-cuantitativo clasificando la intensidad de la marcacién como: leve (1+),

moderada (2+) o intensa (3+).

II1.I1.14 ANALISIS ESTADISTICO

La evaluacion estadistica de los datos se realizd en base a los valores promedios y desvio
estandar (SD) o promedio de error estandar (S.E.M) de “n” experimentos independiente.
Para los ensayos in vitro se utilizo el test de Mann-Whitney (test no-paramétrico) con
P<0,05 como criterio para la significancia estadistica. Para los ensayos in vivo se hizo el
analisis de ANOVA (one-way) seguido del test de Dun- nett’s test, con P<0,05 como criterio

para la significancia estadistica.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

La patogénesis del PCa refleja componentes tanto hereditarios como ambientales.
Recientemente se ha propuesto que la inflamacion, desencadenada por agentes infecciosos o
exposicion a otros factores, aumenta la tumorigénesis del PCa (De Marzo et al., 2007). Mas
aun, los ROS, producidos durante la inflamacion, pueden causar dafo oxidativo al DNA en
las células epiteliales o reaccionar con otros componentes celulares iniciando asi una
reaccion en cadena de radicales libres (Ames et al., 1995). Por lo tanto, el estrés oxidativo

puede cumplir un rol importante en el proceso carcinogénico (De Marzo et al., 2007).

En este contexto, HO-1 sirve como un gen protector por sus habilidades anti-inflamatorias,
anti-apoptoticas y anti-proliferativas manifestadas en varios tipos celulares (Otterbein et al.,
2003). Las evidencias sugieren que HO-1 ejerce un rol en el control del crecimiento celular
de manera tejido especifico (Berberat et al., 2005). Hemina, un potente inductor de esta
proteina, atenua la inflamacion via la activacion de HO-1, la cual se correlaciona con la
reduccion de los niveles de citoquinas pro-inflamatorias (Datta et al., 1999; Lin et al., 2003;
Vicente et al., 2003). Por lo tanto, la inducciéon de HO-1 es uno de los eventos clave en la

respuesta celular a los insultos oxidativos e inflamatorios (Prawan et al., 2005).

HO-1 se expresa en lineas celulares derivadas de distintos canceres (Busserolles et al., 2006;
Liu et al., 2004; Nishie et al., 1999) y en tumores primarios (Fang et al., 2003; Mayerhofer
et al., 2004; Tsuchihashi et al., 2003; Tsuji et al., 1999), sin embargo ain no se le puede
adjudicar una funcion clara en esta enfermedad. Recientemente, en nuestro laboratorio
hemos encontrado que HO-1 se expresa en PCa y demostramos por primera vez que la
expresion nuclear de HO-1 puede definir a un subgrupo de pacientes con tumores primarios
de prostata y que la modulacion de la expresion de esta proteina podria representar nuevas

alternativas terapéuticas para esta enfermedad (Sacca et al., 2007).

En este trabajo utilizamos lineas celulares de cancer de prostata, sensibles e insensibles a
androgenos y evaluamos si la modulacion quimica o genética de su expresion podria tener
impacto in vitro sobre la proliferacion, invasion y migracion celular e in vivo sobre el

crecimiento tumoral.
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1RA PARTE

IVIEFECTOS IN VITRO DE LA MODULACION FARMACOLOGICA DE LA
EXPRESION DE HO-1 SOBRE DISTINTOS PROCESOS CELULARES

IV.I.1 HO-1 SE SOBRE-EXPRESA EN LAS LINEAS TUMORALES DE PROSTATA SENSIBLES A
ANDROGENOS

Los niveles de expresion endogena de HO-1 fueron examinados en tres lineas celulares de
PCa: PC3 (insensible a andrégenos, derivada de una metéstasis 6sea de PCa), LNCaP
(sensible a andrégenos, derivada de una metastasis a nddulo linfatico de PCa) y MDA PCa
2b (sensible a androgenos, derivada de una metastasis 6sea de PCa). Primeramente cabe
destacar que las tres lineas presentan una morfologia diferente. En el caso de los cultivos de
PC3, se observaron células fusiformes y moderada cantidad de células redondeadas y
ovoides (Fig. 20). En los cultivos de LNCaP se detectd mayoritariamente células fusiformes
estrelladas, con escasa presencia de células redondeadas aisladas, mientras que en los
cultivos de MDA PCa 2b hubo predominio de células epiteliales con formas redondeadas,

amoldadas entre si y dispuestas en colgajos; también se identificaron escasas células

fusiformes (Fig. 20).

FIGURA 20. Morfologia de las lineas de cancer de préstata.

Las células se crecieron y cultivaron bajo las condiciones descriptas en materiales y métodos. Las células
PC3, LNCaP y MDA PCa 2b se visualizaron por microscopia optica y se tomaron fotografias de los

cultivos. Magnificacion final: 500 x.
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Mediante ensayos de Western Blot detectamos niveles endégenos diferenciales de HO-1 en
las tres lineas estudiadas (cuantificacion relativa: PC3 = 1, LNCaP = 2,08 y MDA PCa 2b =
6,7), presentando las células sensibles a androgenos alta expresion de la proteina HO-1, con
los mayores niveles observados en las células MDA PCa 2b, mientras que en las células
PC3, insensibles a androgenos, su expresion fue la menor (Fig. 21). Es ampliamente
aceptado que la respuesta a androgenos dispara estrés oxidativo (Venkateswaran et al., 2002)

y por lo tanto, podemos especular que la alta expresion de HO-1 en LNCaP y MDA PCa 2b

(que expresan el receptor de androgeno y son sensibles a dicha hormona) podria estar

asociada funcionalmente a un receptor de andrégeno activo.

MDA
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FIGURA 21. Expresion endogena de HO-1 en las lineas de cancer de prostata.

Las células se crecieron y cultivaron bajo las condiciones descriptas en materiales y métodos. Se
extrajeron las proteinas totales y la expresion de HO-1 se analizé por Western Blot. Los niveles de (-
actina se usaron como control de carga.

IV.1.2 EL TRATAMIENTO CON HEMINA INDUCE LA EXPRESION DE HO-1 EN LAS LINEAS
TUMORALES DE PROSTATA

Dado el rol emergente de HO-1 como una proteina anti-inflamatoria con potencial para
brindar proteccion ante distintos desafios de estrés, nos planteamos si era factible inducir su
expresion en todas las lineas tumorales de prostata utilizadas, las cuales poseian niveles
basales diferenciales de la misma. Primeramente se estudio el efecto de la hemina sobre la
expresion de HO-1 a diferentes dosis (30-80 uM) y tiempos de tratamiento (1, 3, 6, 12, 18,
24 h) en las tres lineas celulares (datos no mostrados). Del andlisis de los resultados

obtenidos se selecciond para los estudios posteriores una concentracion de hemina de 70

uM y un tiempo de exposicion de los cultivos de 24 h, debido a que en estas condiciones se
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obtuvieron incrementos significativos de los niveles de HO-1 en los tres tipos celulares. A
nivel proteico, el tratamiento con hemina resulté en una induccion de la expresion de HO-1

de 10 veces en PC3; de 4,6 veces en LNCaP y de 1,6 veces en MDA PCa 2b, respecto a los

cultivos crecidos en su ausencia, como se determind por ensayos de Western Blot (Fig. 22).
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FIGURA 22. Induccién por hemina de la expresién proteica de HO-1 en lineas de cincer de préstata.

Las células PC3 , LNCaP y MDA PCa 2b fueron expuestas a hemina (70 pM) durante 24 h o cultivadas
en su ausencia (control). La expresion de HO-1 se analizé por Western Blot y se cuantificé usando el
software ImageJ (NIH, USA). Los datos se normalizaron respecto de B-actina. Se muestra un
experimento representativo de 3 experimentos independientes. Se calculé la media +/- desviacion
estandar (SD) y se graficé como porcentaje respecto al control que se consider6 100%. *Diferencia
significativa, P<0,05.

Con el objetivo de evaluar si esta induccion ocurria a nivel transcripcional, inicialmente

analizamos de manera semi-cuantitativa los niveles de mRNA de HO-1 por RT-PCR,

detectandose un aumento de la expresion HO-1 en PC3 y MDA PCa 2b (Fig. 23).
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FIGURA 23. Deteccion por RT-PCR de la induccion del mRNA de HO-1 en PC3 y MDA PCa 2b.

Se extrajo el RNA total de las células expuestas a hemina (70 pM, 24 h) o cultivadas en su ausencia
(control) y los niveles de mRNA de HO-1 se determinaron por RT-PCR. Los circulos rojos muestran la
sobre-expresion de HO-1 bajo el tratamiento con hemina en ambas lineas celulares.

Posteriormente estos incrementos se confirmaron de manera mas especifica mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR), detectdndose una induccidén de la expresion del
mRNA de HO-1 de 36.8 veces en el caso de PC3, de 4 veces para LNCaP y de 6.3 veces en
MDA PCa 2b (P<0,05; Fig. 24). Estos resultados muestran que HO-1 puede ser modulada

farmacoldgicamente en lineas celulares de PCa, tanto sensibles como insensibles a

androgenos.
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FIGURA 24. Inducciéon por hemina de los niveles del mRNA de HO-1 en lineas de cincer de préstata.

Se extrajo el RNA total de células PC3, LNCaP y MDA PCa 2b expuestas a hemina (70 pM, 24 h) o
cultivadas en su ausencia (control) y los niveles del mRNA de HO-1 se determinaron por PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Los datos se normalizaron respecto de [-actina. Se muestra un
experimento representativo de por lo menos 3 experimentos independientes. Se graficaron las veces de
induccion respecto del control £ SD calculada como se describe en materiales y métodos. *Diferencia
significativa, P<0,05.
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Luego analizamos si la hemina afectaba la actividad del promotor de HO-1. Para ello
utilizamos los siguientes genes reporteros: el promotor de HO-1 completo de 4.9 Kb
clonado rio arriba de la luciferasa (hHO4.91luc) y dos construcciones conteniendo un sitio
CRE mutado (hHO4.9 Mlluc), o un sitio MARE mutado (hHO4.9 MZ2luc) dentro del
promotor, ambos elementos de respuesta anti-oxidante (ARE). La actividad del promotor
hHO4.91luc visualizada por bioluminiscencia fue inducida significativamente por hemina en
PC3 y LNCaP (Fig. 25), mientras que la respuesta fue completamente anulada cuando se
utilizaron los reporteros con los promotores mutados (Fig. 25), sugiriendo que ambos sitios
ARE son requeridos para la induccion de HO-1 por hemina. Estos resultados indican que

HO-1 es regulada por hemina a nivel transcripcional en lineas celulares de PCa sensibles e

insensibles a andrégenos.
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FIGURA 25. Inducciéon por hemina de la actividad del promotor de HO-1 en lineas de PCa.

Las células PC3 y LNCaP fueron transfectadas con el plasmido hHO4.91luc (promotor completo) o con la
misma region promotora con los sitios HO-CRE o0 MARE mutados (hHO4.9_M1luc o hHO4.9_M2luc,
respectivamente). Luego de la transfeccion las células fueron mantenidas en medio completo (control) o
estimuladas con hemina (70uM, 24 h). Posteriormente fueron lisadas y se llevé a cabo el ensayo de
actividad de luciferasa. Cada transfeccion se realizé por triplicado. Los datos se normalizaron respecto a
la concentracion de proteinas totales. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos
independientes. Se grafico la media £+ SD. *Diferencia significativa, P<0,05.

A fin de descartar efectos citotoxicos provocados por el farmaco utilizado, se realizaron
ensayos de viabilidad celular (MTS) y de apoptosis (Anexina V-FITC/IP) en cultivos

celulares expuestos a hemina 70 pM, durante 24 h. Se comprob6 que este compuesto a la
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concentracion y tiempo utilizados no provoco alteraciones ni en la viabilidad celular (Fig.

26) ni en la apoptosis (Fig. 27).
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FIGURA 26. Ensayo de viabilidad celular por MTS en PC3 y MDA PCa 2b.

Las células PC3 y MDA PCa 2b se cultivaron en ausencia (control) o presencia de hemina (70 pM, 24 h)
o SnPP (10 pM, 24 h) y la viabilidad celular se determin6 por el ensayo de MTS. Se graficaron los
valores promedio de absorbancia + SD. Diferencia significativa, P<0,05.
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FIGURA 27. Ensayo de apoptosis celular por Anexina V-FITC/IP en lineas de ciancer de préstata.

Las células PC3 y MDA PCa 2b se cultivaron en ausencia (control) o presencia hemina (70 uM, 24 h) o
SnPP (10 uM, 24 h) y luego fueron tefiidas con Anexina V-FITC y con ioduro de propidio (IP). La
apoptosis celular se determin6é por citometria de flujo en un FACS Calibur utilizando el software
Cellquest . Los graficos muestran la cuantificacion de la apoptosis temprana, tardia y total. Se muestra
un experimento representativo de 3 experimentos independientes. Diferencia significativa, P<0,05.

IV.1.3 EFECTO CELULAR DE LA INDUCCION FARMACOLOGICA DE HO-1 SOBRE LAS LINEAS
TUMORALES DE PROSTATA.

Las células normales requieren de sefiales de crecimiento mitogénicas para que puedan
entrar en un estado proliferativo activo. Estas sefiales son transmitidas dentro de las células
por receptores transmembrana que se unen a diferente moléculas de sefalizacion: factores
de crecimiento solubles, componentes de la matriz extracelular y moléculas de adhesion/
interaccion célula-célula. Ningtn tipo de célula normal puede proliferar en ausencia de tales
seflales estimulatorias. En el cancer, las células invariablemente muestran una reducida
respuesta a la estimulacién exogena del crecimiento, generando sus propias sefiales y
evadiendo la dependencia del microambiente tisular. Esta liberacion interrumpe un
mecanismo homeostatico critico que normalmente opera para asegurar el comportamiento

apropiado de las diferentes células dentro de un tejido.

121



Gueron Resultados

La desregulacion de la proliferacion celular juega un rol esencial en la carcinogénesis y la
posibilidad de gobernar dicho proceso es de importancia para controlar el desarrollo de las
lesiones malignas. A su vez, la habilidad para migrar, invadir y dar metastasis capacita a las
células cancerosas para escapar de la masa tumoral primaria y colonizar un nuevo terreno en
el cuerpo donde, al menos inicialmente, los nutrientes y el espacio no se encuentran
limitados. La invasién y la metdstasis son procesos excesivamente complejos y sus
determinantes genéticos y bioquimicos aiin permanecen desconocidos. A nivel mecanistico
estos procesos estan intimamente ligados. Ambos utilizan estrategias operacionales
similares involucrando cambios en el microambiente de las células y activacion de las

proteasas extracelulares (Mantovani, 2009).

IV.I.3.1 TRATAMIENTO CON HEMINA

i. PROLIFERACION CELULAR

Con el objetivo de analizar si la induccién de HO-1 ejercia un efecto sobre el crecimiento se
decidi6 evaluar la proliferacion celular bajo induccidén farmacoldgica de HO-1. Se utilizo el
método de incorporacion de 3H-timidina. En las tres lineas celulares PC3, LNCaP y MDA
PCa 2b, se observd una disminucidn significativa (23%; 35,5% y 45,5% respectivamente;
P<0,05) de la proliferacion celular, cuando los cultivos se expusieron a hemina (70 uM, 24

h) respecto a las células crecidas en condiciones control (Fig. 28).
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FIGURE 28. El tratamiento con hemina inhibe la proliferacién celular en lineas de cancer de prostata.
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La proliferacion celular de PC3, LNCaP y MDA PCa 2b fue cuantificada por incorporacion de
[*H]timidina luego de la incubacion en ausencia (control) o presencia de hemina (70uM, 24 h). Se
muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes. Se graficé la sintesis de DNA
como porcentaje respecto del control que se consideré 100%. Las barras representan las medias + SD.
*Diferencia significativa, P<0,05.

ii. CICLO CELULAR

La inhibicion de la progresion del ciclo celular desregulado en las células cancerigenas es
una estrategia efectiva para limitar el crecimiento tumoral (Singh et al., 2002). Con el
objetivo de analizar si la modulacion de la expresion de HO-1 producia alglin efecto sobre
la progresion del ciclo celular, las células de las lineas PC3 y MDA PCa 2b se sometieron al
analisis de la distribucion de la poblacidon celular por citometria de flujo usando la tincion
con IP. La induccién de los niveles de HO-1 por hemina (70uM, 24 h) aumentd
significativamente el porcentaje de células en la fase Go/G1 en MDA PCA 2b respecto del
control (82,21% vs 71,04%; P<0,01) (Fig. 29 A y B, paneles superiores). Este predominio
de la distribucion en la fase Go/G1 fue mayoritariamente a expensas de la disminucién en la
fase S (9,93% hemina vs 19,53% control; P<0,01) con un minimo aporte de la poblacién en
G2/M. Similarmente, las células PC3 mostraron un fuerte arresto en Go/G1 por tratamiento
con hemina (84,65% vs 65,01%; P<0,01) también a expensas de la fase S (18,58% hemina
vs 4,10% control; P<0,01) (Fig. 29 Ay B, paneles inferiores).

Estos resultados muestran que en las condiciones de cultivo utilizadas en este estudio, el
tratamiento con hemina induce una acumulacion de las células PC3 y MDA PCa 2b en Go/
G1, en concordancia con la disminucion de la proliferacion celular bajo el mismo
tratamiento. Asi puede especularse que la modulaciéon de la expresion de HO-1 se
correlacionaria con una alteracion diferencial del ciclo celular, sugiriendo que la inhibicion
por dicho tratamiento de la progresion del ciclo desregulado, podria ser un evento celular

clave asociado a la eficacia del efecto antitumoral ejercido por HO-1 en PCa.
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FIGURE 29. Efecto de la hemina sobre la progresion del ciclo celular en MDA PCa 2b y PC3.

A) Patron de fluorescencia de la tincion con IP para la distribucion de la poblacion celular analizada
por citometria de flujo, luego del tratamiento con hemina (70 pM, 24 h) o en condiciones control (panel
superior MDA PCa 2b; panel inferior PC3). B) Las barras representan el porcentaje de células (panel
superior MDA PCa 2b y panel inferior PC3) en las fases indicadas del ciclo celular y se expresan como la
media = SD de 5 experimentos independientes. Diferencia significativa, P<0,01.
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iii. INVASION CELULAR
Mediante el ensayo de invasion a través de camaras con Matrigel®, también evaluamos si la

induccion de HO-1 afectaba este proceso celular. El tratamiento con hemina redujo
significativamente la invasion celular en MDA PCa 2b, PC3 y LNCaP (51,7%; 68%; 70%;

P<0,05 respectivamente) comparando con sus controles sin tratar (Fig. 30 Ay B).
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FIGURE 30. El tratamiento con hemina inhibe la invasion en lineas de cancer de prostata.

La invasién de las células PC3, LNCaP y MDA PCa 2b fue cuantificada usando insertos de cultivo
transwell recubiertos con Matrigel®. Las células se sembraron en las cimaras superiores de los insertos
en ausencia (control) o presencia de hemina (70uM, 24 h) y aquellas que habian atravesado el matrigel y
migrado a la cara inferior de los insertos luego de 24 h se contaron por microscopia optica. A) Fotos

representativas del ensayo de invasion para las tres lineas celulares. B) Cuantificaciéon de la invasion.
Los resultados representan la media de ocho campos + S.E.M. *Diferencia significativa, P<0,05.

iv. MIGRACION CELULAR

Para evaluar la capacidad migratoria de las células de PCa utilizamos un ensayo de
migracion celular basado en el “scratch wound assay”. Con un tip de micropipeta se
realizaron heridas sobre monocapas de cultivos confluentes de PC3, LNCaP y MDA PCa 2b
tratadas o no con hemina (70 uM, 24 h). La cicatrizacién de la herida fue monitoreada por

microscopia optica con el sistema time-lapse, cada minuto durante 24 h.
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En la Fig. 31 A se muestra la migracion de las células PC3 sobre la herida a 0, 6, 12, 18 y 24
h. El seguimiento constante del avance de las células sobre la herida permitio hacer un
andlisis detallado del comportamiento de las mismas. Las células PC3 controles migraron
hasta cerrar la herida en 24 h (area de herida sin cubrir 28,18%; P<0,05) mientras que las
tratadas con hemina presentaron un area significativa de la herida que permanecia sin cubrir
en el mismo periodo de tiempo (47,6%; P<0,05) (Fig. 31 A y B, VIDEO 1 http://

www.youtube.com/watch?v=GLor2E7ujyA y VIDEO 2 http://www.youtube.com/watch?

v=qJIAycuVVBO). Este hallazgo también se reflejo en la tasa migratoria (calculada como la

pendiente del area de la herida sin cubrir/tiempo, Fig. 31 B) de PC3 control (pendiente=3) y
de PC3 tratada con hemina (pendiente=2,1). En LNCaP, el efecto inhibitorio de la migracion
celular provocado por el tratamiento con hemina mantuvo el mismo perfil, aunque la
cinética de la migracion de esta linea celular fue mas lenta (Fig. 32 A y B). El area de la
herida sin cubrir en las condiciones controles luego de 24 h era de 64,54% mientras que en
presencia de hemina se observdé un area libre de células mayor en este mismo lapso
(75,13%; P<0,05) y una disminucion significativa de la tasa migratoria (control=9,12;
hemina=6,52; Fig. 32 Ay B). En contraste, la linea celular MDA PCa 2b, con altos niveles
endogenos de HO-1, fue incapaz de migrar durante el mismo periodo (VIDEO 3 http:/

www.youtube.com/watch?v=0IxzVRQR3e8) y por ende tampoco se detectaron cambios en

su capacidad migratoria bajo tratamiento con hemina (VIDEO 4 http://www.youtube.com/

watch?v=FAwWK{IRSF2c). En conclusion, la expresion basal alta de HO-1 podria ser
responsable de la reducida motilidad detectada en estas células de PCa y de su escasa

capacidad migratoria.
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FIGURE 31. El tratamiento con hemina inhibe la migracion celular en PC3.

A) Iméagenes representativas (microscopia por contraste de fase) del ensayo de migracion de cierre de la
herida. Las células PC3 fueron crecidas hasta confluencia. Se realiz6 una herida lineal sobre la placa de
cultivo y se monitore6 cada minuto durante 24 h. VIDEO 1 http://www.youtube.com/watch?
v=GLor2E7ujyA VIDEO 2 http://www.youtube.com/watch?v=qJIAycuVVB0 B) El 4area no cubierta de
la herida en cultivos de PC3 fue cuantificada a diferentes intervalos de tiempo (0, 6, 12, 18 y 24 h)
durante 24 h utilizando el ImageJ 1.37v software (NIH, USA). El grafico representa el porcentaje de
area no cubierta tomando el valor a 0 h como el 100%. Los resultados representan la media = SD de dos
experimentos independientes. Diferencia significativa, P<0,05.
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FIGURE 32. El tratamiento con hemina inhibe la migracién celular en LNCaP.

A) Imagenes representativas (microscopia por contraste de fase) del ensayo de migracion de cierre de la
herida. Las células LNCaP fueron crecidas hasta confluencia. Se realizé una herida lineal sobre la placa
de cultivo y se monitoreé cada minuto durante 24 h. B) El area no cubierta de la herida en cultivos de
LNCaP fue cuantificada a diferentes intervalos de tiempo (0, 6, 12, 18 y 24 h) durante 24 h utilizando el
ImageJ 1.37v software (NIH, USA). El grafico representa el porcentaje de drea no cubierta tomando el

valor a Oh como el 100%. Los resultados representan la media + SD de dos experimentos independientes.
Diferencia significativa, P<0,05.

1V.1.3.2 TRATAMIENTO CON ESTANO PROTOPORFIRINA

Si bien es ampliamente aceptado que la hemina es un potente inductor selectivo de HO-1,
consideramos importante dilucidar si la disminucién de la proliferacion, migracion e
invasion se debian a la sobre-expresion de HO-1 o a efectos provocados por los productos
de su reaccion catalitica. Asi utilizamos SnPP (10uM, 24 h), un inhibidor de la actividad de
HO, que a su vez tiene el efecto paraddjico de inducir la expresion de HO-1 (Jozkowicz et
al., 2007), y corroboramos que el tratamiento con este inhibidor produjo el esperado

aumento transcripcional de HO-1 detectado por RT-qPCR (induccion de 2,73 veces en PC3,

y 11,85 veces en MDA PCa 2b; P<0,05; Fig. 33).
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FIGURA 33. Efecto del SnPP sobre los niveles del mRNA de HO-1 en lineas de cancer de prostata.

Se extrajo el RNA total de las células PC3 y MDA PCa 2b expuestas a SnPP (10 pM, 24 h) o cultivadas
en su ausencia (control) y los niveles de mRNA de HO-1 se determinaron por RT-qPCR. Los datos
fueron normalizados respecto de [-actina. Se muestra un experimento representativo de por lo menos 3
experimentos independientes. Se graficaron las veces de induccion respecto del control y la SD calculada
como se describe en materiales y métodos. *Diferencia significativa, P<0,01.

Posteriormente, evaluamos el efecto de la porfirina sobre la proliferacion y la invasion en
las lineas de PCa. El tratamiento con SnPP redujo significativamente la proliferacion de las
células PC3 (17,64%; P<0,05) y MDA PCa 2b (42,25%; P<0,05) (Fig. 34). También
provoco una marcada disminucion de la invasion de las células MDA PCa 2b (20,05%;
P<0,05) (Fig. 35). Sin embargo, no se detecté ningtn efecto significativo sobre la capacidad

de invasion de PC3 bajo dicho tratamiento (Fig. 35).
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FIGURA 34. El tratamiento con SnPP inhibe la proliferacion celular en lineas de ciancer de préstata.

La proliferacién celular de PC3 y MDA PCa 2b fue cuantificada por incorporacion de [*H]timidina
luego de la incubacién en ausencia (control) o presencia de SnPP (10uM, 24 h). Se muestra un
experimento representativo de 3 experimentos independientes. Se graficé la sintesis de DNA como
porcentaje respecto al control que se consideré 100%. Las barras representan las medias = SD.

*Diferencia significativa, P<0,05.
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FIGURA 35. El tratamiento con SnPP inhibe la invasion en lineas de cancer de prostata.

La invasion celular de PC3 y MDA PCa 2b fue cuantificada usando insertos de cultivo transwell
recubiertos con Matrigel®. Las células se sembraron en las camaras superiores de los insertos en
ausencia (control) o presencia de SnPP (10uM, 24 h). Las células que habian atravesado el Matrigel® y
migrado a la cara inferior de los insertos luego de 24 h se contaron por microscopia optica. Los
resultados representan la media de ocho campos = S.E.M. *Diferencia significativa, P<0,05.
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Ademas la exposicion a esta porfirina produjo arresto de la poblacion celular en Go/Gi
(76,15% vs control 71,07%; P < 0,01) a expensas de la disminucioén en la fase S (19,53% vs
control 14,42%; P < 0,01) en MDA PCa 2b (Fig. 36, panel superior). En PC3 si bien se
obtuvo arresto en Go/G1, no fue tan marcado como en la otra linea celular (68,12% vs

control 65,01%; P < 0.05) (Fig. 36, panel inferior).
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FIGURA 36. Efecto de la SnPP sobre la progresion del ciclo celular en MDA PCa 2b y PC3.

135



Gueron Resultados

Patron de fluorescencia de la tincion con IP para la distribucion de la poblacion celular analizada por
citometria de flujo, luego del tratamiento con SnPP (10 nM, 24 h) o en condiciones control. Las barras
representan el porcentaje de células (MDA PCa 2b, panel superior y PC3, panel inferior) en las fases
indicadas del ciclo celular y se expresan como la media £ SD de 5 experimentos independientes.
Diferencia significativa, P<0,01.

A fin de descartar que la inhibicién de los procesos celulares estudiados fuesen provocados
por efectos citotoxicos colaterales al tratamiento con SnPP, se realizaron ensayos de
viabilidad celular (MTS) y de apoptosis (Anexina V-FITC/IP) en cultivos celulares
expuestos a SnPP 10 uM, durante 24 h. Tanto el ensayo de viabilidad (Fig. 26) como el
analisis de la apoptosis por citometria de flujo (Fig. 27) demostraron que esta droga no tiene

efectos citotoxicos en las condiciones utilizadas.

Todos estos datos sugieren que la induccion farmacologica de la expresion de HO-1, bajo
las condiciones experimentales ensayadas, es responsable de los efectos celulares

observados en las lineas de PCa.
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2PA PARTE

IV.II EFECTOS IN VITRO DE LA MODULACION GENETICA DE LA EXPRESION
DE HO-1 SOBRE DISTINTOS PROCESOS CELULARES

IV.I1.1 MODULACION GENETICA DE LA EXPRESION DE HO-1

A fin de descartar todo tipo de efecto celular mediado por los productos de la reaccion
catalitica de HO-1, decidimos modular la expresion de esta proteina de manera mas
especifica. Considerando que la linea PC3 posee niveles endogenos de HO-1 muy bajos,
sobre-expresamos la proteina mediante transfeccion estable. Las células PC3 se
transfectaron con el pldsmido de expresion pcDNA3HO1 (PC3HO-1). Asi mismo
generamos la linea control PC3pcDNA3 por transfeccion con el plasmido vacio (pcDNA3).

Luego corroboramos el aumento de la expresion de HO-1 por RT-qPCR y Western Blot
(Fig. 37).
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FIGURA 37. Sobre expresion de HO-1 en la linea PC3HO-1.

Las células PC3 fueron transfectadas en forma estable con el vector de expresion pcDNA3HO1
(PC3HO-1) o con el vector vacio pcDNA3 (PC3pcDNA3). Se extrajo RNA total de los extractos celulares,
se analizo el nivel del mRNA de HO-1 por RT-qPCR. Los datos se normalizaron respecto de -actina. Se
graficaron las veces de induccion respecto del control y la SD calculada como se describe en materiales y
métodos (panel izquierdo). *Diferencia significativa, P<0,01. Se extrajeron proteinas totales y la
expresion de HO-1 se analizé por Western Blot (panel derecho). Los niveles de $-actina se usaron como
control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes.

Por otra parte, la linea MDA PCa 2b posee una alta expresion de HO-1 con lo cual

decidimos silenciar HO-1 utilizando la tecnologia de RNA de interferencia (HO-1siRNA).

Como control de transfeccion utilizamos un siRNA “scrambled” (siRNA control). De esta
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manera logramos silenciar la expresion de HO-1, detectandose niveles endogenos del

mRNA reducidos en un 70% (P<0,01) respecto del control (Fig. 38).
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FIGURA 38. Disminucion de la expresion de HO-1 en la linea MDA PCa 2b por siRNA HO-1.

La células MDA PCa 2b se transfectaron con siRNAHO-1 o siRNA control y los niveles del mRNA de
HO-1 se analizaron por RT-qPCR. Los datos fueron normalizados respecto de B-actina. Se graficaron las
veces de induccion respecto del control y la SD calculada como se describe en materiales y métodos.
*Diferencia significativa, P<0,01.

IV.I1.2 EFECTO CELULAR DE LA SOBRE-EXPRESION Y SILENCIAMIENTO DE HO-1 SOBRE
LAS LINEAS TUMORALES DE PROSTATA

Disponiendo de la linea que sobre-expresa HO-1 (PC3HO-1) de manera estable generada en
nuestro laboratorio y de las células que tienen dicha expresion silenciada (MDA PCa 2b
HO-1siRNA), decidimos estudiar la capacidad proliferativa, migratoria e invasiva en

comparacion con sus respectivos controles.

La induccién genética de la expresion de HO-1 en las células PC3 (PC3HO-1) provocé una
marcada disminucién de la proliferacion (42%, P<0,05; Fig. 39 panel superior) y de la
migracion celular (4rea de la herida sin cubrir luego de 24 h: 75,8% (PC3pcDNA3) vs
28,2% (PC3HO-1); P<0,05) (Fig. 40). Sin embargo, no se observaron cambios en el grado

de invasividad de las células de dichas lineas (datos no mostrados).
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FIGURA 39. Efecto de la modulacion genética de HO-1 sobre la proliferacion en lineas de PCa.

La linea celular PC3 fue transfectada establemente con el vector de expresion pcDNA3HOI1
(PC3pcDNA3) o con el vector vacio pcDNA3 (PC3pcDNA3). La linea celular MDA PCa 2b fue
transfectada con siRNAHO-1 o siRNA control. Las células PC3pcDNA3, PC3HO-1, MDA PCA 2b
siRNA control y MDA PCa 2b siRNAHO-1 se cultivaron y la proliferacion celular se cuantificé por
incorporaciéon de [PH|timidina. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos
independientes. Se grafico la sintesis de DNA como porcentaje respecto al control que se considero
100%. Las barras representan las medias = SD. *Diferencia significativa, P<0,05.
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FIGURA 40. Disminucién de la migracion celular en PC3HO-1.

Las células PC3pcDNA3 y PC3HO-1 fueron crecidas hasta confluencia. Se realiz6 una herida lineal
sobre la placa de cultivo y se monitoreé cada minuto durante 24 h. El area no cubierta de la herida en
los cultivos fue cuantificada a diferentes intervalos de tiempo (0, 6, 12, 18 y 24 h) utilizando el ImageJ
1.37v software (NIH, USA). El grafico representa el porcentaje de drea no cubierta tomando el valor a Oh
como el 100%. Los resultados representan la media + SD de dos experimentos independientes.
Diferencia significativa, P<0,05.
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Por otro lado, el silenciamiento de HO-1 en la linea MDA PCa 2b (MDA PCa 2b
siRNAHO-1) aument6 significativamente la proliferacion (50%, P<0,05; Fig. 39 panel
inferior) y la invasion celular (71%, P<0,05), respecto del control (Fig. 41). Sin embargo,
no se observaron cambios detectables en la capacidad migratoria de estas células (datos no
mostrados). Es posible que debido al fuerte efecto anti-migratorio de HO-1 y dado los
niveles endogenos elevados de esta proteina en MDA PCa 2b, se requiera una mayor
reduccion de la expresion de HO-1 para alcanzar un efecto significativo en las propiedades
migratorias de estas células. Ademas, cabe destacar que esta técnica puede no ser lo

suficientemente sensible para detectar pequefios cambios cinéticos.

-~

' Y Lo " MD: &RCa 2b ’ ) \IDA PCa 2 4 .' : ‘
. O % LOlltl ol - s | Eew ’1RI\ ‘\Hd 5 \
; -I . '_- - - ’I “ s' v ' »

L Y

B
LM—

> L

M

o

o

K

/y

§ZOO
=2
'g 100 T
o
o
¢ 0 H
2 siRNA siRNAHO-1
control
— ———

FIGURA 41. Aumento de la invasién celular en MDA PCa 2b por silenciamiento de HO-1.

La células MDA PCa 2b se transfectaron con siRNAHO-1 o siRNA control. La invasiéon celular fue
cuantificada usando insertos de cultivo transwell recubiertos con Matrigel®. Las células MDA PCA 2b
siRNA control y MDA PCa 2b siRNAHO-1 fueron sembradas en las cAmaras superiores de los insertos y
aquellas que habian atravesado el Matrigel® y migrado a la cara inferior de los insertos luego de 24 h
fueron contadas por microscopia optica. Se observan fotos representativas del ensayo de invasion luego
de 24 h (panel superior). Los resultados representan la media de ocho campos = S.E.M. (panel inferior).
*Diferencia significativa, P<0,05.
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IV.I1.3 IDENTIFICACION DE GENES Y GRUPO DE GENES REGULADOS POR HO-1

Estudios epidemiologicos han revelado que la inflamacion cronica predispone a diferentes
formas de cancer. El uso de agentes anti-inflamatorios no esteroides se ha asociado con la
proteccion contra varios tipo de tumores. Diversos componentes inflamatorios se encuentran
presentes en el microambiente de la mayoria de los tejidos neoplésicos, incluyendo aquellos
que no estan relacionados causalmente a un proceso inflamatorio obvio. Los rasgos claves
de la inflamacién relacionada con el cancer incluyen la infiltracion de células del sistema
inmune, moléculas inflamatorias como citoquinas y quimioquinas, moléculas de adhesion,

la remodelacion del tejido circundante y la angiogénesis.

La proxima pregunta de interés en nuestro proyecto, fue identificar diferencias en la
expresion génica entre las lineas con alta y con baja expresion de HO-1, focalizandonos en
genes implicados en inflamacion y angiogénesis. Un analisis de microarray (RT-qPCR Oligo
GEArray® Human Angiogenesis Microarray) detectdé que un total de 55 de 113 genes
mostraron una diferencia significativa, de por lo menos dos veces, entre la expresion de la
linea sensible a andrégenos y la insensible (Fig. 42, TABLA 1V). Adicionalmente, cabe
destacar que se encontraron genes reprimidos que coincidian cuando se realizaron las
siguientes comparaciones MDA PCa 2b/ PC3 y PC3HO-1/ PC3pcDNA3. Estos genes son:
ANGPT]1 (angiopoietina 1), ANGPTL3 (angiopietin-like3), las quimioquinas CXCLI1, 10, 3
y 5, FIGF (factor de crecimiento inducido por c-fos/ VEGF-D), IL-6 (interleuquina 6), I1L-8
(interleuquina 8), MMP9 (metaloproteasa 9), THBS1 (trombospondina 1) y VEGFA (factor
de crecimiento vascular endotelial A). Por otro lado, solo ID3 (inhibidor de la proteina 3 de
union al DNA) se detecté aumentado cuando se compar6 MDA PCa 2b/ PC3 y PC3HO-1/
PC3pcDNA3. Los mismos hallazgos fueron obtenidos en un segundo experimento

independiente.

El analisis exhaustivo de todos los datos obtenidos de este array sugieren que estos genes
involucrados en inflamacion y angiogénesis estan asociados a la sobre-expresion de HO-1.
Todas estas moléculas juegan un rol relevante de alguna manera en los diferentes estadios de
la progresion tumoral. Brevemente resaltaremos el aspecto mas significativo de cada uno de
estos genes. Asi las citoquinas pueden inducir migracion de diferentes células inflamatorias

infiltrantes, activar respuestas inflamatorias/inmunologicas, y han sido implicadas en la
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regulacion del crecimiento tumoral (Krieg y Boyman, 2009). Las metaloproteasas son
responsables de la degradacion de los componentes proteicos en la ECM y en el
microambiente inmediato a la célula tumoral (Chakraborti et al., 2003). La angiopoietina es
también un factor capaz de inducir migracion e invasion de las células cancerigenas
(Imanishi et al., 2007). IL-6 e IL-8 estan asociadas a la quimiotaxis celular y a la regulacion
de una multiplicidad de funciones incluyendo proliferacién, apoptosis, angiogénesis y
diferenciacion (Culig et al., 2005; Waugh y Wilson, 2008). La trombospondina juega un rol

clave en la agregracion plaquetaria, la angiogénesis y la tumorigénesis (Komuro et al.,
2009). Tanto FIFG/VEGF-D como VEGF-A son fundamentales para la angiogénesis,

linfangiogénesis y crecimiento endotelial (Arigami et al., 2009).

Por lo tanto, la hipotesis que planteamos es que factores derivados de las células tumorales
participan en la carcinogénesis prostatica y que este efecto es modulado por la expresion de
HO-1. En base a estos estudios de screening en el cual se ha identificado este grupo de
genes relacionados con inflamacién y angiogénesis, cuya expresion fue inhibida por la
sobre-expresion de HO-1, esta proteina emerge como un “target” critico en la adquisicion de

un fenotipo menos agresivo.
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FIGURA 42. Identificacion de genes y grupo de genes regulados por HO-1 por analisis de microarray.

Se realizo un microarray (RT-qPCR Oligo GEArray® Human Angiogenesis Microarray) para las
siguientes muestras de RNA: PC3, MDA PCa 2b, PC3pcDNA3 y PC3HO-1. Los datos fueron
normalizados con los genes B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH y ACTB. Se realizaron dos experimentos
independientes. Se compararon y analizaron las lineas celulares MDA PCa 2b vs PC3 y PC3HO-1 vs
PC3pcDNA3. Los genes con valores de expresion superiores a 2 fueron considerados “sobre-
expresados” (casilleros rojos) y por debajo de -2 fueron considerados “reprimidos” (casilleros verdes).
Los casilleros negros representan una diferencia no significativa entre las comparaciones. Las flechas
sefialan los genes cuyas expresiones se encuentran reprimidas/inducidas en ambas comparaciones.
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TABLA IV. Veces de induccion/represion de la expresion de genes regulados por HO-1 por analisis de
microarray.

gene

PC3HO1/
PC3pcDNA3

MDA Pca 2b/
PC3

-1.086734863

ANGPT2 2.989698497 -3.89061979

2.203810232

ITGAV

PC3HO1/
PC3pcDNA3

-1.164733586

MDA Pca 2b/
PC3

1.790050142

ITGB3

5.979396995

-613.1090968

-1.536875181

-27.09585

)

ANGPTL4 1.132883885 1.356604327|KDR 3.680750602| -704.2774109
ANPEP 1.214194884| -116.1624519|LAMAS -1.337927555 1.356604327
BAI1 -1.248330549| -50.56264396|LECT1 -4.055837919 1.356604327
CCL11 -1.086734863 1.180992661|LEP -1.086734863 1.180992661
CCL2 -5.735820992 1.356604327|MDK -1.01395948] -29.04061297
CDH5 -1.337927555] -1.042465761|MMP2 -1.337927555 1.356604327
COL18A1 -1.337927555] -58.08122594
COL4A3 -1.01395948] -2.948538435|NOTCH4 -1.164733586 1.265756594
NRP1 1.132883885| -15.56247916
NRP2 1.602139755| -188.7064598
PDGFA 1.394743666| -2.234574276
PECAM1 3.944930818| -188.7064598
CXCL6 1.214194884| -248.9996665|PF4 -1.086734863 1.356604327
CXCL9 -7.568461174 1.101905116|PGF -1.01395948] -33.35890435
TYMP 2.265767771] -2.084931522|PLAU 1.394743666] -118950.3507
EDG1 1.494849249 -76.6386371|PLG -1.086734863| -7.781239579
EFNA1 -1.433955248 2.203810232|PLXDC1 -1.337927555] -5.502167273
EFNA3 -1.647182035 1.790050142|PROK2 -1.086734863 1.356604327
EFNB2 -1.086734863] 4.112455307|PTGS1 1.214194884| 6.680703355
EGF -1.536875181 5.815890069|SERPINF1 1.132883885]| -1.815038311
ENG 4.228072162| -1.197478705|SPHK1 -1.536875181 -76.6386371
EPHB4 -1.01395948 1.670175839|STAB1 1.057018041] -1.580082624
EREG -1.433955248| -8.339726087|TEK 2.265767771 1.356604327
FGF1 2.428389769| -29.04061297|TGFA -1.01395948 1.918528239
FGF2 1.602139755| -286.0255073|TGFB1 1.602139755| -2.751083636
FGFR3 -1.337927555 2.907945035|TGFB2 -2.496661098| -1.375541818
TGFBR1 -1.647182035] -1.693490625
FLT1 -1.01395948 -13.547925
HAND2 -1.086734863 1.356604327|THBS2 -17.3877578 1.356604327
HGF -4.34693945 5184.539009|TIMP1 1.301341855| -47.17661495
HIF1A -1.248330549| -6.773962499|TIMP2 1.214194884| -202.2505758
HPSE 1.132883885| -11.79415374|TIMP3 -1.086734863 1.356604327
ID1 2.789487333| -1.580082624|TNF -52.70982511 1.180992661
TNFAIP2 -1.433955248] -31.12495832
IFNA1 1.057018041| -4.469148552
IFNB1 -2.329467173| -1.283425898|VEGFC 1.602139755|  -5256.912476
IFNG -1.086734863 1.356604327|B2M 1.057018041 1.670175839
IGF1 -11.47164198 6.233316637|HPRT1 -1.248330549| -1.375541818
IL1B 2.114036081| -9809.745548|RPL13A 1.301341855 1.356604327

GAPDH

1.057018041

1.101905116

ACTB

-1.164733586

-1.815038311

Se realizo un microarray (RT-qPCR Oligo GEArray® Human Angiogenesis Microarray) para las
siguientes muestras de RNA: PC3, MDA PCa 2b, PC3pcDNA3 y PC3HO-1. Los datos fueron
normalizados con los genes B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH y ACTB y se hicieron dos experimentos
independientes. Se compararon y analizaron las lineas celulares MDA PCa 2b vs PC3 y PC3HO-1 vs
PC3pcDNA3. La tabla muestra los niveles de expresion de los genes analizados. Aquellos genes cuya
expresion se detectd reprimida en ambas columnas se muestran en verde y en rojo los inducidos en

ambos casos.
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IV.I1.4 HO-1 DISMINUYE LA EXPRESION Y ACTIVIDAD DE MMP9 EN CELULAS DE PCA

Subsiguientemente decidimos analizar en detalle uno de los genes regulados por HO-1
surgidos del microarray. Enfocamos nuestros estudios en MMP9 porque esta metaloproteasa
ha sido implicada junto con otras MMP en la migracion e invasion tumoral (John y
Tuszynski, 2001). Como se describid en la seccion anterior (IV.I1.3) la expresion de MMP9
se encontraba significativamente disminuida en MDA PCa 2b (35,7 veces) comparada con
PC3 y en PC3HO-1 (9,7 veces) comparada con PC3pcDNA3 (TABLA IV), revelando una
marcada correlacion negativa entre la expresion de MMP9 y HO-1. La regulacion negativa
de la expresion de MMP9 en PC3HO-1 fue confirmada por RT-qPCR (Fig. 43 A, panel
superior). Mas aun, cuando los cultivos celulares de LNCaP y MDA PCa 2b fueron
expuestos a hemina (70 uM, 24 h), los niveles del mRNA de MMP9 disminuyeron
significativamente en comparacidon con sus respectivos controles sin tratar (85,55% para
LNCaP; 26,29% para MDA PCa 2b; P<0,05; Fig. 43 B). De acuerdo a lo esperado, el
porcentaje de disminucion de la expresion de MMP9 en MDA PCa 2b fue menor que en

LNCaP, dado los altos niveles endégenos de HO-1 en MDA PCa 2b.

A. MMP-9 RT-qPCR B. MMP-9 RT-gPCR
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FIGURA 43. Correlacion entre la expresion de HO-1 y los niveles de mRNA de MMP9 en lineas de PCa.

Se extrajo el RNA total de cultivos celulares de PC3pcDNA3, PC3HO-1, MDA PCA 2b siRNA control y
MDA pCA 2b siRNAHO-1 (A) y de células LNCaP y MDA PCa 2b cultivadas en ausencia (control) o
presencia de hemina (70 pM, 24 h) (B). Los niveles del mRNA de MMP9 se determinaron por RT-qPCR.
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Los datos fueron normalizados respecto de $-actina. Se muestra un experimento representativo de por lo
menos 3 experimentos independientes. Se grafica las veces de induccion respecto del control y la SD
calculada como se describe en materiales y métodos.* Diferencia significativa, P<0,01.

También confirmamos que el tratamiento de los cultivos de MDA PCa 2b con SnPP (10uM,
24 h) producia el mismo efecto inhibitorio sobre la expresion del mRNA de MMP9 (70%,

P<0,01; Fig. 44) seguramente como consecuencia de la induccion de la expresion de HO-1

(Fig. 33).
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FIGURA 44. Disminucion de la expresién de MMP9 en MDA PCa 2b expuestas a SnPP.

Se extrajo el RNA total de cultivos celulares de MDA PCA 2b realizados en ausencia (control) o
presencia de SnPP (10 pM, 24 h). Los niveles del mRNA de MMP9 se determinaron por RT-qPCR. Los
datos fueron normalizados respecto de 3-actina. Se muestra un experimento representativo de por lo
menos 3 experimentos independientes. Se grafica las veces de induccion respecto del control y la SD
calculada como se describe en materiales y métodos.* Diferencia significativa, P<0,01.

Para determinar si la sobre-expresion de HO-1 afectaba también la actividad de MMP9, se
recolectd el medio condicionado de las células PC3HO-1 y PC3pcDNA3 cultivadas durante
24 h y se realiz6 un ensayo zimografico. Se observo una disminucion significativa (44,1%;
P<0.05) de la actividad de MMP9 en los medios condicionados provenientes de las células
transfectadas con HO-1 respecto al control (Fig. 45). Estos resultados claramente indican

que la sobre-expresion de HO-1 se correlaciona con una disminucion tanto de la expresion

como de la actividad de MMP9 en PC3.

Para seguir documentando el rol de HO-1 en la expresion de MMP9, evaluamos la expresion
de esta metaloproteasa en cultivos de la linea MDA PCa 2b tratadas con siRNAHO-1. La

disminucion de la expresion de HO-1 resultdé en un aumento significativo de los niveles del
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mRNA de MMP9 respecto del control, detectado por RT-qPCR (Fig. 43 A, panel inferior).
Finalmente, evaluamos si el efecto represor de HO-1 sobre la actividad de MMP9 se
reproducia cuando la sobre-expresion de HO-1 se lograba por tratamiento farmacologico. La
exposicion de los cultivos celulares a hemina (70 pM, 24 h) provocd una importante
disminucién en la actividad enzimatica de MMP9 tanto en PC3 como en LNCaP (Fig. 45).
Estos resultados confirman que MMP9 es modulada, directa o indirectamente, por HO-1 en

células de PCa.
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FIGURA 45. El tratamiento con hemina y la sobre-expresion de HO-1 inhiben la actividad de MMP9 en

células de cancer de préstata.

Zimografia realizada con el medio condicionado de cultivos de células PC3pcDNA3, PC3HO-1, PC3 y
LNCaP expuestas a hemina (70 pM, 24 h) o cultivadas en su ausencia (control). Las bandas fueron
cuantificadas usando el software ImageJ 1.37.v (NIH, USA) y normalizadas respecto a la cantidad de
proteina total. Se muestra un experimento representativo de por lo menos 3 experimentos
independientes. Se calculé la media = SD y se grafico6 como porcentaje respecto al control que se

consideré 100%. *Diferencia significativa, P<0,05.
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3RA PARTE

IV.III EFECTOS IN VIVO DE LA MODULACION GENETICA DE LA EXPRESION
DE HO-1

I'V.II1.1 INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE LOS TUMORES DE PCA QUE SOBRE-EXPRESAN
HO-1 CRECIDOS COMO XENOGRAFOS

Las diferencias encontradas in vitro al analizar la modulacion de la expresion de HO-1 sobre
los procesos celulares evaluados, nos llevaron a investigar el efecto de la sobre-expresion de
esta proteina sobre el crecimiento de tumores in vivo. Para lograr este objetivo utilizamos el
modelo de inoculacion de células tumorales humanas creciendo como xendgrafos en ratones
inmunosuprimidos. De esta forma inyectamos s.c. 3,6 x 10° células que sobre-expresan
HO-1 (PC3HO-1) o su respectivo control (PC3pcDNA3) en el flanco derecho de ratones

machos nu/nu atimicos.

Cabe resaltar que no se observaron diferencias significativas en el peso corporal de los
ratones inyectados con PC3HO-1 o con PC3pcDNA3 a lo largo del tiempo ensayado,
aunque en todos los animales se comprobd el desarrollo de tumores. Los volimenes
tumorales se midieron cada dos dias comenzando en el dia 8 post-inoculacion, periodo en el
cual los tumores se hicieron palpables debajo de la piel. Los animales se sacrificaron
después de 23 dias cuando los tumores habian alcanzado un tamafio admisible de acuerdo a
las regulaciones éticas (“Guia para el Bienestar de los animales en la Neoplasia
Experimental” (United Kingdom Coordinating Committee on Cancer Research) y “Guia
establecida para el cuidado y uso de animales de laboratorio” elaborado por el Comité de la
Asociacion Argentina de especialistas en animales de laboratorio (AADEALC)). En la Fig.
46 se muestran fotos representativas de los ratones portando ambos tipos de tumores, donde

se puede observar macroscopicamente la diferencia del tamafio tumoral.
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FIGURA 46. Fotos representativas de los ratones (nu/nu) sacrificados luego de 23 dias post-inoculacién,

portando un tumor PC3pcDNA3 (foto superior) y un tumor PC3HO-1 (foto inferior).
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En la Fig. 47 se observan fotos representativas de dos tumores de cada grupo, mostrando la

medicion del tamafio de los mismos.
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FIGURA 47. Imagenes representativas de los tumores extirpados a los 23 dias que muestran el tamafio
tumoral reducido en los tumores PC3HO-1 (panel derecho) comparados con PC3pcDNA3 (panel

izquierdo).

La sobre-expresion de HO-1 redujo significativamente (58,6%; P<0.05) el crecimiento
tumoral. A los 23 dias post-inoculacion el volumen de los xendgrafos PC3HO-1 (volumen:
49 mm?> P<0,05) era significativamente menor que el de los tumores derivados de las

células PC3pcDNA3 (volumen: 118 mm?3, P<0,05) (Fig. 43).
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FIGURA 48. La sobre-expresion de HO-1 disminuye el crecimiento de los tumores de cancer de prostata.

Ratones atimicos (nu/nu) machos, de seis/ocho semanas de edad, fueron randomizados en dos grupos:
PC3HO-1 (n=5) y PC3pcDNA3 (n=5). Se inyectaron s.c 3,6 x 10° células tumorales en el flanco derecho.
El peso corporal y el tamaifio tumoral fueron medidos cada dos dias comenzando a 8 dias luego de la
inoculacién y los animales fueron sacrificados a los 23 dias. Se graficé la variacién del volumen tumoral
medio = SD en funcion del tiempo de crecimiento de los xenografos derivados de PC3HO-1 comparados

con PC3pcDNAS3. Inserto: Fotografias representativas de los tumores.

IV.II1.2 PERFIL HISTOLOGICO DE LOS TUMORES DE PCA CRECIDOS COMO XENOGRAFOS

El examen de la histologia de los tumores de ambos grupos mostrd la presencia de figuras
mitoticas con caracteristicas normales y anormales. El indice mitoético estimado en promedio
fue de 1-3 en tumores PC3HO-1 y de 4-6 en tumores PC3pcDNA3 (Fig. 49), en
concordancia con la reduccién en la tasa de proliferacion observada en los ensayos in vitro

(Fig. 39).
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FIGURA 49. Disminucion del indice mitético en los tumores que sobre-expresan HO-1.

Los animales fueron inyectados y los tumores extirpados y procesados como se describio en la Fig. 47 y
en materiales y métodos. Se realizaron tinciones de las secciones tumorales con H&E y las imagenes
mitdticas se analizaron por microscopia dptica. Las puntas de flecha sefialan las mitosis A) Corte de
tumor PC3HO-1, resalta zona central con semi-diferenciacion. B) Corte de tumor PC3pcDNA3; resalta
zona central con semi-diferenciacion. C) Imagenes mitéticas normales en los cortes de tumores
PC3HO-1, promedio de 1-3 mitosis. D) Figuras mitéticas normales y anormales en tumores
PC3pcDNA3, promedio de 4-6 mitosis. Aumento 25x.

Un analisis detallado de la histologia revela que los tumores desarrollados en el flanco de los
animales, corresponden a una proliferacion neoplasica ubicada principalmente en el tejido
subcutaneo. Ambos tipos de tumores, PC3HO-1 y PC3pcDNA3, estan constituidos
histol6gicamente por células atipicas de estirpe epitelial (carcinoma); las células se disponen

en forma compacta amoldadas entre si (Fig. 49 y 50).
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FIGURA 50. Analisis histologico de los tumores controles creciendo como xenografos.

Fotos representativas de los cortes teiiidos con H & E.

A) Borde tumoral donde histolégicamente se ven células tumorales aisladas (derecha) y un cordén de
células tumorales infiltrantes de aspecto diferenciado (izquierda) (Aumento 10x). B) Cordén de células
tumorales diferenciadas con células ovoides de citoplasma claro y niucleos globulosos (Aumento 25x).
C) Imagen histologica de un tumor PC3pcDNA3 indiferenciado, anaplasico, de aspecto sarcomatoide.
(Aumento 25x). D) Zona central de un tumor PC3pcDNA3 histologicamente semidiferenciado en el que
se ven imagenes de mitosis (Aumento 25x).

Los tumores PC3HO-1 presentan un mayor grado de diferenciacion histologica, con un
menor indice de mitosis por campo de gran aumento (promedio: 2-3 mitosis, 40x); en
cambio los tumores PC3pcDNA3 muestran un menor grado de diferenciacion histologica
(Fig. 50 D) y un mayor indice de mitosis por campo de gran aumento (promedio: 4-6
mitosis, 40x). En la mayoria de los tumores de ambos grupos se observan zonas de necrosis,

predominantemente en la zona central con un compromiso, en general, de entre un 5y 15%.

Todos los tumores (PC3HO1 y PC3pcDNA3) tienden a ser mas diferenciados en el zona
central con una progresiva indiferenciacion hacia los bordes tumorales. El patron de
infiltracion de los tejidos circundantes (musculo, conectivo y adiposo) varia segun el grupo.
En los tumores PC3HO-1 la infiltracion es por igual de tipo compresivo (push), en forma de

invasion de células aisladas (spray) o por cordones infiltrantes. En los tumores PC3pcDNA3
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predomina el crecimiento por compresion (push). En ambos grupos se observa una leve

infiltracion inflamatoria, a predominio linfocitario de disposicion intratumoral.

IV.II1.3 DISMINUCION DE LA EXPRESION DE MMP9 EN LOS TUMORES QUE SOBRE-

EXPRESAN HO-1 CRECIDOS COMO XENOGRAFOS

A fin de determinar los niveles de expresion de MMP9, se extrajo mRNA de ambos tipos de
tumores y se realizd6 RT-qPCR. Los niveles de MMP9 fueron significativamente menores en
los tumores PC3HO-1 comparado con los tumores PC3pcDNA3 (Fig. 51), nuevamente

avalando los datos obtenidos de los estudios in vitro (Fig. 43 y 45).
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FIGURA 51. Disminucion de los niveles del mRNA de MMP9 en los tumores que sobre-expresan HO-1
crecidos como xendgrafos.

Los animales fueron inyectados y los tumores (PC3HO-1 y PC3pcDNA3) extirpados, congelados en
nitrégeno liquido y procesados para la extraccion de mRNA como se describié en materiales y métodos.
Los niveles de mRNA de MMP?9 se determinaron por RT-qPCR. Los datos fueron normalizados respecto
de B-actina. Se muestra el diagrama de distribuciéon de datos, indicando las medias y los SD.

Mediante analisis por inmunohistoquimica, se corrobor6é que los tumores generados por las
células PC3HO-1 mostraban inmuno-reactividad positiva para HO-1 (Fig. 52 A-F) mientras
que los tumores derivados de las células controles (PC3pcDNA3) presentaban
inmunomarcacién negativa para esta proteina (Fig. 52 G y H). Estos estudios también

demostraron que los tumores provenientes de las células controles presentaban inmuno-
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reactividad positiva para MMP9 predominantemente citoplasmatica (Fig. 53 A-F), mientras
que los tumores que sobre-expresaban HO-1 presentaron inmunomarcacion negativa para
esta proteina (Fig. 53 G y H), en concordancia con los resultados obtenidos in vitro (seccion
IV.IL.4) y con la cuantificacion del mRNA de MMP9 de los xendgrafos (Fig. 51). Cabe
resaltar que se observo tanto tincion citoplasmatica como nuclear para HO-1 en los tumores
PC3HO-1 (Fig. 52 A-F). La deteccion de la tincion nuclear de HO-1 confirma hallazgos
previos de nuestro laboratorio en carcinomas prostaticos primarios humanos y células
tumorales tratadas con hemina (Sacca et al., 2007). En el presente trabajo de tesis,
utilizamos técnicas de inmunofluorescencia y comprobamos la marcacion nuclear de HO-1,
tanto en células PC3 tratadas con hemina como en la linea PC3HO-1 (Fig. 54 Ay B). Mas
aun, no solamente observamos una mayor sefial inmuno-reactiva en citoplasma sino que
pudimos detectar una fuerte inmunofluorescencia nuclear consecuencia de la expresion
aumentada HO-1 en ambos tipos celulares respecto de sus respectivos controles (Fig. 54 A'y
B). Los resultados mostraron zonas de color amarillo producto de la localizacion de HO-1
(tefiida de rojo) en el citoplasma (vimentina/verde). Luego de la induccién con hemina o la
sobre-expresion de HO-1 (PC3HO-1) se detectd color rosa magenta, producto de la
colocalizacion nuclear de HO-1 (rojo) con los nucleos (azul). Asi podemos proponer que
tanto la modulacion farmacologica como la sobre-expresion estable indujeron la

translocacion nuclear de HO-1.

Los resultados presentados en este manuscrito claramente indican que HO-1 juega un rol

central como molécula mediadora de la progresion tumoral en cancer de prostata.
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FIGURA 52. Inmunomarcacion de HO-1 en los tumores de PCa creciendo como xendgrafos. Fotos
representativas de la inmuno-reactividad de HO-1 en tumores PC3HO-1 y controles.

A) Zona periférica de un tumor PC3HO-1 histologicamente menos diferenciado. Inmuno-marcacion
positiva para HO-1, a predominio citoplasmatica con algunos niucleos con intensa marcaciéon. B) Imagen
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donde se aprecia la intensa marcacion nuclear para HO-1. C y D) Zona central de un tumor PC3HO-1
histolégicamente diferenciade. Inmunomarcacién positiva para HO-1, nuclear, intensa y con marcacion
citoplasmatica de menor intensidad. E) Zona central de un tumor PC3HO-1 histolégicamente
semidiferenciado. Inmunomarcacién positiva para HO-1, a predominio citoplasmatico con aspecto
difuso. Escasos nticleos aislados con marcacién positiva de mayor intensidad. F) Zona central de un
tumor PC3HO-1 con mayor diferenciacion histolégica. Inmunomarcacion positiva para HO-1 intensa, a
predominio citoplasmatico y de aspecto difuso; niticleos aislados positivos de mayor intensidad. G)
Tumor PC3pcDNA3 con células tumorales con inmuno-reactividad negativa para HO-1 y fibroblasto
intratumoral positivo para HO-1 (izquierda). H) Zona central de un tumor PC3pcDNA3
histolégicamente semidiferenciado con inmunomarcacién negativa para HO-1. Aumento 25x.
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FIGURA 53. Inmunomarcacion positiva de MMP9 en los tumores de PCa creciendo como xendgrafos.

Fotos representativas de la inmuno-reactividad de MMP9 en tumores PC3HO-1 y controles.
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A) Zona central de un tumor PC3pcDNA3 histolégicamente diferenciado. Inmunomarcacion positiva
para MMP9, grumosa, con predominio citoplasmatico y de aspecto difuso. Tabique conjuntivo-vascular
negativo. B) Zona central de un tumor PC3pcDNA3 histolégicamente semidiferenciado. Inmuno-
marcacion positiva para MMPY, grumosa, con predominio citoplasmatico y de aspecto difuso. Células
en mitosis con citoplasma positivos para MMP9 de gran intensidad. Tabique conjuntivo-vascular
negativo. C y D) Zona central de un tumor PC3pcDNA3 histolégicamente semidiferenciado. Inmuno-
marcacion positiva para MMPY, grumosa, con predominio citoplasmatico y de aspecto difuso. E) Zona
central de un tumor PC3pcDNA3 con indiferenciacion histolégica. Inmunomarcacién positiva para
MMPY, grumosa, a predominio citoplasmatico y de aspecto parcialmente difuso. Células anaplasicas
negativas para MMP9. F) Zona periférica infiltrante de un tumor PC3pcDNA3 histolégicamente
indiferenciado que engloba tejido adiposo. Inmunomarcacién positiva para MMP9, grumosa, a
predominio citoplasmatico. Células tumorales, aisladas, con niticleos positivos para MMP9. G y H) Zona
central de un tumor PC3HO-1 histoléogicamente diferenciado. Inmunomarcacion negativa de las células
tumorales para MMP9. Aumento 25x.
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FIGURA 54. HO-1 se localiza en el niicleo cuando su expresion es inducida farmacolégica o

genéticamente.
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Expresion de HO-1 en células PC3 control y PC3 tratadas con hemina (70 pM, 24 h) (A) y PC3pcDNA3
y PC3HO-1 (B) por inmunofluorescencia. Las células fueron crecidas sobre cubreobjetos durante 24 h.
Las fotos muestran la tincién inmunocitolégica para HO-1 (rojo; Alexa Flior 594) y para Vimentina
(verde; Alexa Flior 488). Los niicleos se tifieron con DAPI (azul). La colocalizacién citoplasmatica
(amarillo) de HO-1 con vimentina y la colocalizacién nuclear (rosa/magenta) de HO-1 con DAPI se
muestra en los paneles MERGE. Magnificacion final 630x.
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CAPITULO V

DISCUSION

El cancer tiene una importancia unica en el contexto de la biologia celular, ya que implica
un cambio en la conducta de un grupo de células, que no responden a los lineamientos
basicos de comportamiento dentro del organismo. Para comprender los procesos asociados
al cancer y para idear procedimientos racionales para tratarlo, los investigadores deben
conocer tanto los procesos internos que ocurren en las células, como las interacciones

sociales entre éstas y los tejidos del cuerpo.

Las células epiteliales prostaticas requieren niveles fisiologicos de androgenos tanto para
estimular la proliferacion como para inhibir la apoptosis (Isaacs, 1994). Debido a que el
crecimiento de las células de prostata es andrégeno dependiente, casi todos los pacientes con
PCa avanzado responden inicialmente a la deprivacion hormonal y a la terapia con anti-
androgenos. Sin embargo, virtualmente estos pacientes haran recidivas debido al disparo del
crecimiento independiente de androgenos de las células tumorales o a la aparicion de células
resistentes a la castracion. Estas células expresan genes respondedores a andrégenos y
frecuentemente también al AR en nucleo, sugiriendo que el receptor es activado por
mecanismos que no requieren del suministro exdégeno de androgenos (Lee et al., 2007).
Obviamente los niveles séricos de testosterona estan significativamente reducidos después
de la terapia de deprivacion, sin embargo la cantidad de andrégenos intraprostaticos son
suficientes para activar al AR (Marks et al., 2008; Montgomery et al., 2008). La compresion
de los mecanismos biologicos involucrados en la progresion del PCa hacia la independencia
de andrégenos y la generacion de metéstasis, es un tema crucial en la investigacion de esta
enfermedad (De Marzo et al., 2007). La inducciéon de HO-1 surge como un proceso de
defensa celular fundamental frente a estimulos de estrés como ante insultos provenientes del
medio ambiente (Otterbein et al., 2003). Los efectos anti-inflamatorios de HO-1 protegen a
las células, tejidos e incluso a érganos enteros de estas alteraciones ambientales. El rol
fundamental de HO-1 frente al estrés oxidativo se comprob6 a través de la generacion de
lineas celulares murinas deficientes en HO-1, las cuales son susceptibles a la acumulacion
de radicales libres y a la injuria oxidativa tanto in vitro como in vivo (Poss y Tonegawa,

1997b). Este rol critico también se demostro a partir de los estudios realizados con el inico
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caso humano de deficiencia de HO-1, el cual present6 altos niveles de dafio endotelial e

inflamacion prolongada (Kawashima et al., 2002; Yachie et al., 2003).

Diferentes canceres humanos expresan altos niveles de HO-1 y han surgido opiniones
controvertidas sobre su rol en esta enfermedad, emergiendo dudas sobre si esta proteina
confiere ventajas de crecimiento a las células tumorales (Jozkowicz et al., 2007). Trabajos
anteriores realizados por nuestro laboratorio y por otro grupo de investigacion han asociado
a HO-1 con la carcinogénesis prostatica (Maines y Abrahamsson, 1996; Sacca et al., 2007).

Sin embargo, el rol de esta molécula en PCa quedaba alin por dilucidar.

Los datos presentados en esta tesis demuestran que las lineas celulares de PCa expresan
HO-1 siendo los niveles basales superiores en las células sensibles a andrégenos, MDA PCa
2b y LNCaP, comparados con los detectados en las células de la linea PC3, insensible a
androgenos (Fig. 21). Trabajos previos de nuestro grupo de investigaciéon demostraron que
la disminucion de la expresion de HO-1 se correlacionaba con la progresion maligna en un
modelo experimental de hepatocarcinogénesis en ratones (Caballero et al., 2004). En
concordancia con este hallazgo en la presente tesis observamos que la expresion de HO-1 es
menor en PC3, la linea de cancer de prostata mas agresiva en comparacion con las otras
lineas estudiadas. Dado que la respuesta a andréogenos dispara estrés oxidativo
(Venkateswaran et al., 2002), nosotros creemos que los niveles endogenos altos de HO-1 en
LNCaP y en MDA PCa 2b, pueden estar asociados al mantenimiento de la homeostasis
celular como fuera documentado en otros modelos (Was et al., 2006). Sin embargo, no
podemos establecer una conclusioén valida respecto al significado de los diferentes niveles
basales de expresion de HO-1 asociados al receptor de androgenos todavia. En conclusion,
la falta de HO-1 en las células PC3 podria de alguna manera ser responsable del potencial
metastasico aumentado de estas células, reflejado a través de su capacidad de proliferacion,
migracion e invasion incrementada. Asi, es razonable hipotetizar que HO-1 estd implicada

en la modulacion de estos procesos celulares.

La hemina es un potente inductor selectivo de HO-1 (Shibahara et al., 1979). En este trabajo
comprobamos que en las tres lineas celulares (independientemente de los niveles proteicos

endogenos) hemina efectivamente fue capaz de ejercer su efecto inductor sobre la expresion

164



Gueron Discusion

de HO-1 confirmado por RT-qPCR y Western Blot (Fig. 22-24). Ademas, comprobamos que
los sitios ARE ubicados en el promotor de HO-1 son esenciales para la activacion

transcripcional de esta proteina (Fig. 25).

A nivel celular, nosotros demostramos aqui que la induccion de HO-1, por su activador
especifico hemina, provocd una disminucion significativa de la proliferacion e invasion de
las células de PCa (Fig. 28 y 30). Mas atin, cuando monitoreamos la motilidad de las células
PC3, pudimos documentar por primera vez la capacidad migratoria disminuida en estas
células por tratamiento con hemina (Fig. 31; VIDEOS 1 y 2). El mismo efecto fue
observado en LNCaP (Fig. 32). Ademas, este hallazgo sustenta la baja movilidad observada
en las células de la linea MDA PCa 2b, probablemente relacionada en parte a su alta
expresion endogena de HO-1 (VIDEO 3). El tratamiento con el inhibidor de HO-1, SnPP
produjo un marcado incremento en la expresion de HO-1 en las lineas de PCa estudiadas
(Fig. 33) y a su vez la disminucion de la proliferacion celular y la invasion tanto en PC3
como en MDA PCa 2b (Fig. 34 y 35). Estos resultados son coherentes con los mencionados
previamente originados por el inductor de HO-1, ya que SnPP si bien es un inhibidor de la
actividad de hemo-oxigenasa produce un efecto paradodjico induciendo la expresion de la

proteina.

Por ensayos de viabilidad celular y apoptosis demostramos que los tratamientos
farmacoldgicos utilizados no eran citotoxicos (Fig. 26 y 27). Asi, estos datos nos dan un
apoyo adicional a nuestras observaciones que seria la expresion y no los productos de la
actividad de HO-1 la responsable de los efectos celulares observados, al menos bajo las
condiciones experimentales ensayadas. Incluso, como menciondramos en la introduccion,
debemos resaltar la hipdtesis sugerida por el grupo de Dennery (2008) que la proteina HO-1
misma regula su propia expresion de una manera feedback positiva y que este efecto auto-
regulatorio seria importante para la induccion del gen en respuesta al estrés oxidativo (Lin et
al., 2008b). En células NIH3T3 en cultivo, la transfeccion con el cDNA de HO-1 o la
administracion de la proteina pura resultd en la activacion del promotor y en el aumento
concomitante del mRNA y de la proteina HO-1. Estos efectos eran independientes de la
actividad de HO-1, ya que una mutante enzimaticamente inactiva de la misma, activaba de

manera similar al promotor de HO-1 y el tratamiento con SnPP no afect6 la activacion de
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dicho promotor. Mas atn, el siRNA especifico para HO-1 significativamente redujo la
induccion de la proteina mediada por hemina. Estos experimentos documentan que HO-1
tiene un rol auto-regulatorio en su proceso de induccidon apoyando nuestra hipdtesis
sugiriendo que la expresion de HO-1 puede jugar un rol clave en procesos celulares
independiente de su actividad. Recientemente, durante la etapa final de la escritura de esta
tesis, los mismos autores reportaron que la administracion de Zinc protoporfirina IX (ZnPP),
un analogo del hemo, que inhibe la actividad de hemo oxigenasa, se transloca al nucleo e
induce la expresion del gen hmox-1, reprimiendo a su vez el crecimiento tumoral. Por un
analisis de microarray demostraron que ZnPP inhibia la actividad del promotor de ciclina
D1. Ademas, comprobaron que tanto los niveles del mRNA como de la proteina disminuian
en presencia de la profirina. Confirmaron que el efecto de ZnPP se debia parcialmente a la
asociacion con las proteinas Spl y Egrl, més que a la interaccion directa con el DNA. A su
vez, la administracion de ZnPP inhibia la expresion de ciclina D1 y la progresion de un
linfoma de células B en ratones, efectos independientes de la actividad de HO (La et al.,

2009).

Si bien es ampliamente conocido que hemina es un potente inductor selectivo de HO-1,
decidimos descartar otros efectos mediados por la hemina, que no fuesen causados por la
sobre-expresion de HO-1. Para dilucidar si la expresion de HO-1 en si misma es responsable
de la modulacion de los procesos celulares observados, generamos la linea PC3HO-1 por
transfeccion estable de HO-1 (Fig. 37) y confirmamos que la sobre-expresion de la proteina
reducia significativamente la proliferacion y migracion de las células tumorales (Fig. 39 y
40). Sin embargo, no pudimos detectar reduccion de la invasion celular en la linea
PC3HO-1. Si bien no podemos dar una explicacion clara para esta observacion, es
importante sefialar que los niveles de induccion de HO-1 por tratamiento con hemina son
significativamente mas altos que los obtenidos por transfeccion estable y probablemente el
nivel de expresion alcanzado después de la transfeccion no sea suficiente para contrarrestar
el potencial invasivo de estas células, altamente metastasicas. Ademas no podemos dejar de
mencionar que la hemina también modula otros genes (por ejemplo, moléculas de adhesion),
muchos de los cuales ejercen una influencia importante en los procesos celulares descriptos
(Kapturczak et al., 2004) lo que finalmente podria explicar la respuesta invasiva diferencial

observada en la células PC3 tratadas con hemina respecto a las células PC3HO-1.
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HO-1 inhibe la proliferacion e induce la apoptosis en varias lineas tumorales como células
de carcinoma de mama (Hill et al., 2005). La induccion de HO-1 por la droga quimio-
preventiva sulforafano, contribuye a la supresion del crecimiento tumoral, aumentando la
actividad de los genes de respuesta antioxidante en células de cdncer de mama y hematoma
(Cornblatt et al., 2007; Keum et al., 2006). A pesar de que el efecto antitumoral de HO-1 ha
sido investigado, el rol de HO-1 en la invasion y migracion en cancer permanecen

indefinidos.

Los ROS son importantes segundos mensajeros en la regulacion de las cascadas de
sefalacion intracelular. Un aumento en los niveles intracelulares de ROS fue detectado en
tumores, y se ha identificado la induccion de la proliferacion y la invasion en células
tumorales con activacion de MMP9 mediada por ROS (Lin et al., 2007b; Wu et al., 2006).
Esta bien documentado que la induccion de HO-1 reduce los niveles intracelulares de ROS
(Chen et al., 2006b; Hill et al., 2005; Lin et al., 2007a). Sin embargo, el rol de estas especies
en la accion de HO-1 sobre la invasion de las células tumorales permanece indeterminado.
Se ha reportado que el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) induce la carcinogénesis a
través de la activacion de cascadas de sefializacion intracelulares, incluyendo PKC, MAPK
y ROS in vitro e in vivo (Jorgensen et al., 2005; Racz et al., 2006; Uht et al., 2007; Wu et al.,
2006).

Simultaneamente con la publicacion de los resultados de esta tesis, Alaoui-Jamali y
colaboradores proponen a HO-1 como un biomarcador y un potencial blanco terapéutico
para el PCa avanzado refractario a hormonas. Los resultados publicados por estos autores se
contradicen con nuestro hallazgos y con el dogma ampliamente aceptado sobre el
incuestionable rol anti-oxidante de HO-1 (Alaoui-Jamali et al., 2009). Estos autores reportan
un aumento de la expresion de HO-1 en las células epiteliales de muestras de canceres
refractarios a hormona, y no en el estroma circundante. Esta afirmacion es contraria a lo
establecido previamente por nosotros, en el trabajo de Sacca y colaboradores, donde se
demuestra que la expresion citoplasmatica de HO-1 es equivalente en parénquima tumoral,
en el no tumoral y en las muestras de hiperplasia benigna (Sacca et al., 2007). Ademas en
nuestros andlisis inmuno-histoquimicos siempre hemos observado inmunomarcacion

positiva para HO-1 en ciertos componentes estromales como por ejemplo en fibroblastos,
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células endoteliales, macrofagos, etc. Por otra parte dicho grupo reporta que el
silenciamiento de HO-1 disminuyo el estrés oxidativo y la activacion de p38 (MAPK),
cuando el efecto anti-oxidante de la biverdina/bilirrubina es incuestionable. Ellos
desarrollaron el inhibidor nuevo de HO-1, OB-24, y testearon su actividad sobre PC3M, una
linea derivada de PC3 con alta capacidad metastasica, reportando efectos antitumorales de
dicho compuesto. No es claro el origen de las diferencias obtenidas entre ambos grupos de
trabajo, sin embargo resultados preliminares reportados por el grupo de Otterbein (congreso
HO-1, 2009) trabajando con células PC3 y LNCaP coinciden completamente con los

resultados presentados en este manuscrito.

Con el fin de provocar condiciones experimentales de deficiencia de HO-1, muchos estudios
han utilizado analogos del hemo como las porfirinas, los cuales no son especificos para
HO-1 y ademas presentan el efecto paraddjico de inhibir la actividad pero de aumentar su
expresion (Jozkowicz et al., 2007). Para evitar este efecto dual, en este estudio bloqueamos
la expresion de HO-1 in vitro mediante la estrategia de siRNA (Zhang et al., 2004). El
tratamiento de las células MDA PCa 2b con siRNA especifico para HO-1 provocéd el
esperado silenciamiento de la expresion del mRNA de HO-1 (Fig. 38). Este tratamiento a su
vez redujo significativamente la proliferacion e invasion de las células MDA PCa 2b (Fig.
39 y 41). Por otro lado, no se consiguié modificar la motilidad celular de esta linea, lo que
en parte puede deberse a la reducida movilidad basal de estas células y probablemente
debido a las limitaciones técnicas para detectar cambios cinéticos de menor dimension.
Alternativamente, podria ser que los niveles de disminucion de la expresion de HO-1
logrados por la metodologia de RNAi no hayan sido suficientes para producir un aumento
detectable en la motilidad de las células tumorales. Es posible que HO-1 actie como un
redstato capaz de controlar la capacidad proliferativa, invasora y migratoria en respuesta a

estrés. Es necesario realizar estudios cinéticos adicionales para poder dilucidar este hallazgo.

La diseminacion de las células de PCa y su capacidad de sobrevivir cuando llegan al nuevo
microambiente del nicho metastdsico estd afectada por factores de crecimiento,
quimioquinas, moléculas de adhesion, factores angiogénicos y hormonas (De Marzo et al.,
2007). En este contexto, el presente estudio pretendid correlacionar la expresion constitutiva
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de genes asociados a angiogénesis e inflamacion en las lineas MDA PCa 2b y PC3, y
analizar la expresion de dichos genes luego de la modulacion genética de HO-1. Asi
identificamos un set de genes cuya expresion se detectd disminuida en las células PC3HO-1
respecto a PC3pcDNA3 y en las MDA PCA 2b (con alta expresion enddgena de HO-1) en
comparacion con PC3 (con baja expresion endogena de HO-1) (Fig. 42 y TABLA IV). Las
principales variaciones las encontramos en los siguientes genes: ANGPTI1, ANGPTL3,
CXCL1, 3,10 y 5, FIGF, IL-6, IL-8, MMP9, THBS1 y VEGFA. Por otro lado, solamente
ID3 se encontré inducido. Estos datos sugieren que la modulacion de un set de genes
implicados en angiogénesis e inflamacion estd directamente relacionada con HO-1. Las
CXCL, son pequeiias citoquinas quimiotacticas que pueden inducir migracién de leucocitos,
activar respuestas inflamatorias/inmunes, y han sido implicadas en la regulacion del
crecimiento (Krieg and Boyman, 2009). Los miembros de la familia de MMP son
responsables de la degradacion de los componentes proteicos en la ECM, en el
microambiente inmediato a la célula tumoral, como también de la activacidén de factores de
crecimiento latentes, de receptores de la superficie celular y de moléculas de adhesion
(Chakraborti et al., 2003). Las interacciones células-ECM disparan sefiales celulares que
promueven la diferenciacion, la migracion y la movilizacion celular, procesos esenciales
para el mantenimiento de la homeostasis. Las MMP se sintetizan como pro-zimdgenos.
Pueden ser secretadas o pueden permanecer unidas a membrana y luego procesadas y
activadas, permitiendo asi la degradacion localizada de sus sustratos (Brooks et al., 1996; Yu
y Stamenkovic, 2000). Los inhibidores fisioldgicos de las metaloproteasas (TIMP) limitan
su actividad (Olson et al., 1997). La expresion aumentada de las MMP, particularmente
MMP2 y MMP9, ha sido intensamente correlacionada con la malignidad de los tumores y
una supervivencia menor en pacientes con cancer (Hanemaaijer et al., 2000; Pellikainen et
al., 2004). La angiopoietina es un factor de crecimiento capaz de inducir migracion e
invasion de células tumorales mamarias MCF-7 in vivo, reduciendo los niveles de Caderina
E, y aumentando la actividad de Akt (Imanishi et al., 2007). La IL-8 es una quimioquina
pro-inflamatoria asociada con la promocion de la quimiotaxis de neutrofilos y la
degranulacion. Esta quimioquina activa multiples vias de sefializacion intracelulares rio
debajo de dos receptores (CXCR1 y 2) asociados a la proteina G. La expresion aumentada
de IL-8 y/o de sus receptores se ha detectado en células tumorales, endoteliales, neutrofilos
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infiltrantes y macrofagos asociados al tumor, sugiriendo que esta interleuquina puede actuar
como un factor regulatorio dentro del ambiente tumoral (Waugh y Wilson, 2008). La IL-6 es
una citoquina involucrada en la regulacion de una multiplicidad de funciones incluyendo
proliferacion, apoptosis, angiogénesis y diferenciacion. La IL-6 se expresa en prostata y sus
niveles aumentan durante la carcinogénesis prostatica, considerandose un factor de
crecimiento positivo para este tipo celular. También juega un rol en la modulacion de la
respuesta inmune. Sefializa a través de un receptor de membrana (Culig et al., 2005). La
trombospondina es una glicoproteina adhesiva que media las interacciones célula a célula y
célula matriz. Se puede unir a fibrinogeno, fibronectina, laminina, coldgeno tipo V e
integrinas. Juega un rol clave en la agregracion plaquetaria, la angiogénesis y la
tumorigénesis (Komuro et al., 2009). El FIFG (VEGF-D) es un miembro de la familia de
factores de crecimiento derivados de plaquetas y vascular endotelial (PDGF/VEGF). Es
activo en angiogénesis, linfangiogénesis y crecimiento endotelial. Es estructural y
funcionalmente similar a VEGF-C. La expresion de VEGF-C y D esta relacionada con la
invasion y metastasis a nodulo linfatico en varios neoplasmas (Arigami et al., 2009). El
VEGF-A es otro miembro de dicha familia. Es un mitégeno glicosilado que actiia en las
células endoteliales, aumentando la permeabilidad vascular, la vasculogénesis y el
crecimiento endotelial, promoviendo la migracién celular e inhibiendo la apoptosis. La
sobre-expresion de VEGF-A se ha correlacionado con riesgo aumentado de progresion en
PCa (Peyromaure et al., 2007). Por otro lado, las proteinas ID (inhibidores de
diferenciacion) son un tipo de antagonistas dominantes negativos de factores de
transcripcion hélice-loop-hélice. A estas proteinas les falta el dominio de unidon al DNA y
funcionan formando heterodimeros e inhibiendo la expresion génica (Ling et al., 2006;
Wong et al.,, 2004). Las ID regulan negativamente la diferenciaciéon y promueven la
proliferacion, por lo tanto la expresion especifica de subgrupos de esta familia varia en
diversos tipos de tumores. Sin embargo, la expresion de las diferentes isoformas de ID y su
funcion potencial en esta enfermedad atn se desconoce. En lineas de PCa las cuatro
isoformas de ID se expresan diferencialmente. Se reportd que un complejo equilibrio entre
estas isoformas determina el destino celular. Mientras que ID1 e ID3 estan involucradas en
proliferacion celular e ID2 en apoptosis, ID4 pareceria actuar como un supresor tumoral en
el epitelio prostatico (Asirvatham et al., 2006). En resumen, el probable efecto anti-
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inflamatorio y anti-angiogénico de HO-1 podria estar dado por la modulacién

mayoritariamente negativa de la expresion de estos genes.

Es claro que la proliferacion de las células tumorales solamente, no es suficiente para causar
cancer; la proliferacion celular sostenida en un ambiente rico en células inflamatorias,
factores de crecimiento, estroma activado, y agentes que promueven el dafio en el DNA,
ciertamente potencia y/o promueve el riesgo neoplasico. Durante la injuria tisular asociada
con heridas la proliferacion celular estd aumentada durante la regeneracion del tejido. La
proliferacion y la inflamacion disminuyen después que el agente agresor desaparece o que la
reparacion se completd. En contraste las células proliferantes que presentan dafio en el
DNA o un insulto mutagénico (las células iniciadas) contintan proliferando en micro-
ambientes ricos en células inflamatorias y en factores de crecimiento/sobrevida que
sustentan su crecimiento. En este sentido los tumores actuan como heridas que no pueden
cicatrizar. En la actualidad la relacion causal entre inflamacion, inmunidad innata y cancer

es ampliamente aceptada.

Por otra parte, se sabe que las deficiencias en las células T, estan asociadas con la
autoinmunidad. Por el contrario, las células CD4+ y CD8+ se acumulan en el
microambiente tumoral y se relacionan con la prevencion de la inmunidad antitumoral y la
inmunoterapia anti-cancer. Si bien los linfocitos CD4+ se han estudiado en profundidad,
poco se sabe sobre las células CD8+ y los antigenos que ellos reconocen. Recientemente
Andersen y colaboradores, identificaron el primer blanco natural de estas células. Estos
autores detectaron células Treg CD8+ (CDHLA-A2- restricted CD8+ Treg) especificas para
HO-1, tanto ex vivo como in situ entre las células T de pacientes con cancer, capaces de
suprimir la respuesta inmune con alta eficiencia y esta actividad supresora parecia estar
mediada por factores solubles. Estas células inhibian la liberacion de citoquinas, la
proliferacion y la citotoxicidad de otras células inmunes. Asi estos resultados ligan la
respuesta celular al estrés y a la regulacion de la inmunidad adaptativa y expanden las

funciones de HO-1 mediando la inmuno-regulacion (Andersen et al., 2009).

Existen muchas evidencias que indican que las células prostaticas pueden sobrevivir a la
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deprivacion hormonal aumentando la sintesis de androgenos dentro de la glandula. Los
andrégenos intracrinos pueden sintetizarse de novo a partir de colesterol o a partir de
precursores ubicuos que son convertidos a testosterona en la prostata. Todavia no se han
identificado todos los factores que regulan la sintesis de novo de estas hormonas. Uno de
ellos, la IL-6 se ha implicado en la modulacién de la activacion del AR y en el crecimiento y
diferenciacion del PCa. Recientemente se comprobd que IL-6 aumenta la expresion de genes
que codifican para enzimas esteroidogénicas, involucradas en la sintesis de androgenos.
Incluso se comprobd que los niveles séricos de testosterona se incrementaban
significativamente cuando se inoculaban células LNCaP que sobre-expresan IL-6 en ratones
nude castrados. Estos resultados muestran que esta citoquina interviene en la regulacion de
la expresion de genes que median el metabolismo de andrégenos en las células tumorales
(Chun et al., 2009). Esto brindaria apoyo adicional al rol anti-proliferativo de HO-1 mediado

por la represion de IL-6 y otras citoquinas como se observo en el array.

Teniendo en cuenta que la expresion de HO-1 es regulada principalmente a nivel
transcripcional (Jozkowicz et al., 2007) y que hasta la fecha hay solo dos reportes que
claramente documentan su translocalizacién nuclear (Lin et al., 2007b; Sacca et al., 2007),
HO-1 emerge como un potencial factor de trascripcion. Considerando que HO-1 no tiene en
su secuencia, motivos de union al DNA podria estar actuando como un co-regulador de la
transcripcion. Por ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) actualmente

estamos tratando de identificar genes que interactian con HO-1.

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se comprobd que la marcacion
citoplasmatica de HO-1 parece correlacionarse con niveles moderados de expresion de la
proteina mientras que niveles altos de la misma tienden a asociarse con el desplazamiento
hacia el nucleo en PCa (Sacca et al., 2007). Cabe resaltar que en el presente trabajo también
comprobamos que al sobre-expresar HO-1 por transfeccion estable o induccion

farmacologica pudimos detectar su translocacion nuclear (Fig. 52 y 54).

Se propuso que la diferente localizacion intracelular de las isoformas de HO puede estar
relacionada con funciones selectivas en distintos tipos celulares (Parfenova et al., 2001). En

particular, la localizacion nuclear de HO-1 en células astrogliales se asocié con el desarrollo

172



Gueron Discusion

cerebral y con enfermedades neurodegenerativas (Li Volti et al., 2004), en células de pulmoén
de rata fetal expuestas a hiperoxia como una chaperona o mensajero nuclear (Suttner et al.,
1999) y en adipocitos como un factor de transcripcion en la adipogénesis (Giordano et al.,
2000). También se detecto sefial inmuno-reactiva de HO-1 en el ntcleo de células en cultivo
después de la exposicion a hipoxia y hemo y se sugirid que esta localizacién podria
estimular genes que promueven la citoproteccion contra el estrés oxidativo (Lin et al.,
2007b). Aunque varios estudios han implicado a HO-1 con cancer (Prawan et al., 2005),
ningln reporte ha asociado esta proteina con su translocacion nuclear en esta enfermedad.
Como ocurre con otras proteinas heat-shock (Segui-Simarro et al., 2003), el transporte de
HO-1 podria involucrar interacciones de esta proteina con el complejo del poro nuclear o
con otros componentes citoplasmaticos involucrados en el transporte de la misma (Li Volti

et al., 2004).

La regulacion redox es uno de los mecanismos claves de adaptacion a una variedad de
estimulos de estrés incluyendo el estrés oxidativo (Goodman et al., 1997). El exceso de la
generacion de ROS puede causar dafio en el DNA (Ohshima et al., 2003; Toyokuni, 2006),
conduciendo a alteraciones en la informacién gendmica a pesar de la fuerte accion ejercida
por las enzimas de reparacion y los caminos apoptdticos, a fin de contrarrestar dicho dafio.
La localizacion del dafo oxidativo en los 4cidos nucleicos en ciertas secuencias especificas,
las cuales son especialmente vulnerables al estrés oxidativo, puede diferir segun el tipo y el
entorno celular (Toyokuni, 2006). HO-1 puede entonces surgir como un probable guardian
del genoma limitando las mutaciones del DNA y promoviendo la delecion de las células
aberrantes (Oates y West, 2006). Un balance alterado pro-oxidante/anti-oxidante en
pacientes con PCa, reflejado por una elevada peroxidacion lipidica y la concomitante
deplecion anti-oxidante, se sugirio que lleva a un aumento en el dafio oxidativo el cual juega
un importante rol en la carcinogénesis prostatica (Aydin et al., 2006; Yilmaz et al., 2004).
De esta forma, si en las células de PCa HO-1 estd primariamente funcionando como un
sistema de defensa adaptativo, su movimiento hacia el niicleo desde el citoplasma tendria un
impacto sobre la capacidad de esta proteina para llevar a cabo otras funciones
probablemente relacionadas a la regulacion de las actividades de reparacion del DNA, lo
cual resultaria en un fenotipo oncogénico diferente. En este trabajo ademés comprobamos la

localizacion nuclear de HO-1 en los tumores derivados de PC3HO-1 (Fig. 52).
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La formacion de metastasis involucra muchos pasos limitantes incluyendo la sobrevida en
un organo distante, la extravasacion y el establecimiento de un crecimiento persistente. La
expresion de genes iniciadores de metéstasis en los tumores primarios es desencadenada por
la necesidad de la movilidad celular, de la invasividad, de la angiogénesis y de la evasion del
sistema inmune durante el crecimiento fuera del sitio primario, asi como para el
subsiguiente crecimiento en el sitio distante. Sin embargo, la expresion prominente de genes
de progresion de la metastasis en los tumores primarios presenta una base mas compleja.
Estos genes estan expresados principalmente en los tumores primarios porque ellos
sustentan el crecimiento tumoral a través de un efecto particular, mientras ellos aumentan las
metastasis distantes a través de otros efectos, los limites entre los genes iniciadores de las
metastasis y los que intervienen en la progresion de la misma no son rigidos. Los
mediadores de la metéstasis, que previamente se pensd que regulaban una de dichas
actividades, podrian también conferir habilidades que participan en los otros procesos. La
tumorigénesis en la prostata estd altamente asociada con la inflamacion y los mediadores
inflamatorios claves pueden jugar roles diferentes o multiples en la etiologia tanto de las
enfermedades benignas como malignas de este 6rgano. Por ende, es razonable pensar que
los mecanismos de sefializacion molecular involucrados en la invasidon, migraciéon y
proliferaciéon no son necesariamente los mismos. Més aun, el ensayo de migracion
documentado por fotografia time-lapse (VIDEOS 1 y 2) claramente demuestra que las
células expuestas al tratamiento con hemina eran aun capaces de proliferar aunque su
movilidad se encontraba severamente reducida. Aunque no podemos descartar efectos de
solapamiento, el array de genes realizado bajo sobre-expresion de HO-1 revelo la inhibicion
de genes muy relacionados con los efectos tanto proliferativos como invasivos, tales como
IL-6, IL-8, FIGF y un grupo de quimioquinas (CXCL1,10,3,5) mediadores inflamatorios

primariamente asociados a la invasividad y a la migracion.

Las MMP regulan el crecimiento y la migracion celular y el remodelado de la matriz
extracelular (Ortega et al., 2004). En células tumorales de prostata se ha comprobado que
estas proteinas se requieren para los procesos de invasion y angiogénesis (Dong et al.,
2005) . Estudios previos han relacionado a las MMP con el potencial metastasico de lineas
celulares y establecieron la importancia de hallar los genes blanco especificos involucrados
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en el control de la actividad de las MMP (Aalinkeel et al., 2004). Miembros de esta familia,
en particular MMP2 y MMP9, se han asociado con el desarrollo de metéstasis 6seas en PCa
(Corey et al., 2003; Festuccia et al., 1999; Kanoh et al., 2002; Nemeth et al., 2002). Las
MMP constituyen un blanco atractivo para la intervencion en la progresion del PCa. Un
numero limitado de estudios pre-clinicos reportaron la capacidad de los inhibidores
sintéticos de estas proteinas de disminuir el crecimiento de tumores de PCa primarios y
metastasicos en modelos animales. Previamente se comprobd que la administracion de un
inhibidor de amplio espectro de MMP (Batimastat) reduce la carga tumoral y la degradacion
del hueso en células de PC3 creciendo en asociacion con hueso humano inoculados en
ratones SCID (Nemeth et al., 2002). A pesar del éxito del uso de estos inhibidores en
estudios pre-clinicos, estos compuestos fallaron en demostrar su eficacia en ensayos clinicos
en pacientes con PCa avanzado y ademas produjeron efectos colaterales indeseables
(Coussens et al., 2002; Pavlaki y Zucker, 2003; Rammath y Creaven, 2004). La falta de
selectividad es una de las razones que justifican el escaso resultado obtenido por el uso de
los inhibidores de MMP en ensayos clinicos (Coussens et al., 2002; Pavlaki y Zucker, 2003;
Rammath y Creaven, 2004).

En este trabajo de tesis, identificamos a MMP9 a como un blanco nuevo rio abajo de HO-1
y demostramos que la sobre-expresion de HO-1 en las células PC3 y LNCaP inhibia
significativamente la expresion y actividad de MMP9 (Fig. 43 y 45). Mas aln, el
silenciamiento de HO-1 en MDA PCa 2b result6 en la induccion de la expresion de MMP9

(Fig. 43). Estos resultados confirman que MMP9 es modulado por HO-1.

Si bien trabajos previos mostraron que las MMP son blancos potenciales del CO o de las
CORMs (Desmard et al., 2005; Lin et al., 2008a), nosotros analizamos la expresion de
MMP9 por RT-qPCR en células MDA PCa 2b (con altos niveles enddgenos de HO-1)
tratadas con SnPP y obtuvimos nuevamente una marcada reduccion de la expresion de esta
metaloproteasa (Fig. 44). Estos hallazgos brindan un soporte adicional a nuestra propuesta
sobre la relevancia de la expresion de HO-1 mas que de su actividad, en la modulacion de

MMP9 y en la regulacion de los procesos celulares evaluados.
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Un hallazgo muy interesante de este trabajo de investigacion surgié de los experimentos in
vivo. Encontramos que el crecimiento tumoral se redujo en los animales con tumores
derivados de la linea PC3HO-1 en comparacion con los tumores inducidos por inoculacion
de las células PC3pcDNA3 (Fig. 46-48). También comprobamos que el indice mitotico
estaba claramente reducido en los tumores derivados de la linea PC3HO-1 respecto a los
obtenidos cuando se inyectaron las células PC3pcDNA3 (Fig. 49). Todos estos hallazgos
estan en perfecta concordancia con la tasa de proliferacion disminuida observada en los
estudios in vitro (Fig. 39). En los tumores creciendo como xendgrafos comprobamos que los
niveles endogenos de MMP9 eran significativamente menores en aquellos derivados de
PC3HO-1 comparados con los tumores derivados de PC3pcDNA3, tanto medidos por
técnicas de RT-qPCR como de inmunohistoquimica (Fig. 51 y 53). Asi podemos corroborar
mediante los estudios in vivo que la disminucion de la expresion de MMP9 se correlaciona

con un crecimiento reducido de los tumores de prostata que sobre-expresan HO-1.

Muy recientemente en simultaneo con el desarrollo de la ultima parte de estos experimentos,
Lin y colaboradores reportaron que HO-1 inhibia la invasion inducida por TPA a través de la
supresion de la actividad de MMP9 en células de cancer de mama (Lin et al., 2008a).
Nuestros resultados son consistentes con las observaciones de estos autores y extienden atn
mas el alcance de la propuesta de los mismos, ya que se basan en la identificacion de la
expresion enddgena de HO-1 en células de PCa. Nuestros hallazgos documentan que la
represion de MMP9 mediada por HO-1 en las células de PCa in vitro e in vivo son de
particular interés y sugieren, por primera vez, que la expresion aumentada de HO-1 en las
células de PCa puede definir un fenotipo menos invasivo y por lo tanto menos agresivo. En
este contexto, HO-1 podria emerger como un blanco prondstico con implicancias

terapéuticas.

La gran mayoria de las muertes por PCa ocurren en pacientes con metastasis (Dong et al.,
2005). La terapia de dichas metastasis deberia focalizarse no solamente en las propiedades
de crecimiento y sobrevida intrinsecas de las células tumorales, sino también en factores
homeostaticos que controlan la migracidon, la invasividad y la angiogénesis. En este

escenario, HO-1 emerge como un blanco nuevo para la prevencion de la progresion del PCa.

Nosotros argumentamos que la restauraciéon del estado homeostatico resultante serd
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dictaminado diferencialmente, dependiendo del estado metabolico y funcional de las células
y tejidos involucrados. Surge entonces la pregunta porqué ocurren los estados patologicos?.
El polimorfismo en el promotor de HO-1 es indudablemente un factor tan importante como
la potencia del estimulo. Sin embargo, si las células se encuentran saturadas por la magnitud
de los estimulos estresores continuos, seria dificil para HO-1 poder disparar las medidas
correctivas necesarias. Claramente, HO-1 no es un gen maestro para controlar la respuesta al
estrés como si lo son los productos de otros genes, tales como otras proteinas heat shock y
antioxidantes. Sin embargo, teniendo en cuenta los datos provistos por los ratones hmox -/- 'y
el caso de deficiencia humana Amox surge un argumento fuerte que apoya el rol de HO-1

como un regulador central de la sobrevida celular.

El aumento de la expectativa de vida en las células de PCa es el producto del aumento de la
proliferacion celular y la disminucion de la apoptosis, por lo tanto es importante analizar la
expresion de los genes anti y pro-apoptdticos y los reguladores del ciclo celular. En la
actualidad, el concepto de PCa que tiende a centralizarse en el rol del receptor de andréogeno
deberia reemplazarse por un concepto mas molecular que involucre los eventos que regulan
el ciclo celular, la apoptosis, la invasion local, las células metastasicas y los tejidos
hospedadores. Teniendo en cuenta el potencial anti-inflamatorio de HO-1, es vital estudiar el
mecanismo de accion de esta proteina en PCa y su asociacion con los procesos proliferativos

y apoptoticos.

A pesar de los continuos avances en las técnicas quirtrgicas y del desarrollo de terapias
adyuvantes, la gran mayoria de las muertes por cancer se relaciona con la diseminacion
metastasica. En el proceso de invasion tumoral y metéstasis participan distintos factores
derivados del tumor y del propio organismo huésped, como factores angiogénicos,
proteoliticos y proliferativos, entre otros. Para alcanzar un 6rgano distante y desarrollar un
nuevo foco tumoral, las células neoplasicas deben escapar del tumor primario, intravasarse,
diseminarse a través del sistema arterial o linfatico, adherirse al endotelio del 6rgano blanco
y extravasarse, para finalmente organizarse y crecer como un nuevo foco metastasico
(Fidler, 1991). Este proceso secuencial de invasiéon y metastasis se ve favorecido por la
neovascularizaciébn o angiogénesis, la que permite la nutriciéon y crecimiento de la masa

tumoral.
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Hasta el momento, la medicina ha tratado el cancer de forma agresiva, con tratamientos
cortos e intensivos, que tienen como resultado un rotundo éxito o fracaso. Sin embargo,
paulatinamente el cancer comienza a ser enfocado como una enfermedad crénica, con
caracteristicas bioldgicas particulares, que requiere el uso prolongado de terapias
especificas para cada tipo tumoral. Este parece ser el camino que se seguird en el futuro,
incorporandose nuevas estrategias surgidas de avances logrados en el conocimiento de la
biologia celular y molecular del cancer. Existe una tendencia creciente hacia el disefio de
nuevos esquemas de tratamiento con blancos moleculares especificos. Estos tratamientos
buscan una menor toxicidad y una mayor respuesta a menor dosis, que la quimioterapia

tradicional.

Debido a las propiedades moduladoras del comportamiento de las células tumorales, la
accion sobre factores de la hemostasia y sobre ciertas proteasas relacionadas con la
diseminacion tumoral, HO-1 se erige como un blanco de interés para su aplicacion en el

manejo del cancer.
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