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“...La economia global se ha transformado de una economia basada
en lo material a una economia basada en el conocimiento. En
épocas anteriores, las principales fuentes de riqueza eran los activos
materiales, tales como minas de oro, campos de trigo y pozos de
petroleo. Hoy en dia, la principal fuente de rigueza es el
conocimiento. Y aungue se pueden conquistar campos petroliferos
por medio de la guerra, no es posible adquirir el conocimiento de esta
manera. De modo que a medida que el conocimiento se convertia en
el recurso econdmico mas importante, la rentabilidad de la guerra se
reducia, y las guerras quedaban cada vez mas restringidas a
aquellas partes del mundo en que las econimias son todavia
economias anticuadas basadas en lo material.” (del libro Homo
Deus; de Yuval Noah Harari)



Resumen



El cancer de préstata (CaP) es el segundo tipo de cancer mas
frecuentemente diagnosticado en hombres. En estadios avanzados la
enfermedad puede diseminarse siendo el hueso el principal sitio de metastasis.
Este no es un evento aleatorio, sino que se generan loops regulatorios de retro-
alimentacion entre las células de CaP y las células del microambiente de la
metastasis, interrumpiendo la homeostasis del hueso. El hueso es un tejido
dindmico que se somete a una remodelacion mediada por el balance de
osteoblastos y osteoclastos. La disrupcion de este equilibrio por la presencia de
células tumorales convierte el nicho 6seo normal en un nicho tumoral o
metastasico.

Como en otras malignidades la generaciébn de dafio oxidativo a
macromoléculas y componentes celulares, y el proceso inflamatorio asociado,
promueven la carcinogénesis prostatica y su progresion. Se ha demostrado que
las células 6seas producen factores que aumentan el crecimiento y sobrevida de
las células tumorales y que esta interaccion, a su vez, favorece la progresion
metastasica. Sin embargo, la naturaleza molecular de dicha interaccién ain no
se conoce completamente y existen pocos modelo experimentales apropiados
para estudiar dicha interaccion.

La inducciéon de Hemo oxigenasa 1 (HO-1) surge como un proceso de
defensa celular fundamental frente a estimulos de estrés e inflamatorios.
Previamente demostramos que HO-1 cumple funciones criticas antitumorales en
la carcinogénesis prostatica.

Nuestra hipotesis se basa en que HO-1 modifica el microambiente
tumoral modulando la expresion de factores inflamatorios y angiogénicos
alterando la interaccién entre la célula prostatica y la 6sea.

Los objetivos de este trabajo de tesis fueron: evaluar el impacto fisiol6gico
in vivo de la carencia de HO-1 en el metabolismo 6seo de ratones Knock-out
(KO) para Hmox-1 (gen de HO-1); determinar el perfil transcripcional de genes
involucrados tanto en la tumorigénesis como en la remodelacion ésea en un
sistema de co-cultivo donde células de CaP compartian el medio con cultivos
primarios de osteoblastos de raton (PMOs) aislados de ratones BALB/c Hmox-1
+/+, +/- 0 -/-; 0 en co-cultivo con células precursoras de osteoblastos (MC3T3) u

osteoclastos (Raw264.7). También analizamos mediante protedmica el



secretoma en los medios condicionados del co-cultivo de células de CaP con
precursores 0Seos.

El andlisis histomorfométrico de los fémures de ratones transgénicos para
Hmox-1 reveld una disminucién de la densidad 6sea concomitante con la pérdida
de copias de este gen. En linea con esto se observé un menor nimero y actividad
de osteoblastos y osteoclastos, indicando un metabolismo éseo disminuido. Se
observd una correlacion entre los niveles de expresion de Hmox-1 y diferentes
genes implicados en la diferenciacion de osteoblastos o en la regulacion de la
fisiologia 6sea como Runx2, Collal, Csf-1 y Opg, coincidiendo no solo con el
menor namero y actividad de osteoblastos, sino también con la disminucion
general del metabolismo 6seo antes mencionada.

Mediante citometria de flujo se detectaron dos poblaciones de PMOs con
diferentes niveles de ROS; la poblacion con niveles altos estaba
significativamente reducida en los animales KO, demostrando que estas células
presentaban una tolerancia restringida al estrés oxidativo.

En lineas generales, el co-cultivo con células PC3 derivé en un perfil de
expresion génica pro-osteolitico en las células 6seas, el cual fue parcialmente
revertido cuando las células tumorales se encontraban pre-tratadas con Hemina,
inductor farmacolégico de HO-1. Entre los principales factores alterados se
encuentran PTHrP, OPG, RANKL y RUNX2, todos ellos fuertemente implicados
en el proceso de remodelacion 6sea.

En resumen, los niveles de HO-1 impactan sobre la expresion de factores
osteoblastogénicos y osteoclastogénicos, impactando en el balance 6seo y

alterando la comunicacién entre las células del CaP y las células 6seas.
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Abstract



Prostate cancer (PCa) is the second leading cause of cancer-associated
death in men. Bone is the most common and frequently the unique site of PCa
progression. This is not a random event, regulatory feedback loops are generated
between PCa cells and the cells in the metastatic microenvironment, interrupting

bone homeostasis.

Similar to others malignances the oxidative stress damage in
macromolecules and cellular components and the associated inflammatory
process, promote prostate carcinogenesis and subsequent progression. It has
been demonstrated that bone cells produce factors that increase the growth and
survival of tumor cells, and this interaction in turn favors metastatic progression.
However the molecular nature of this interaction is not yet fully known and there
are scarce experimental models to study such interaction.

Heme oxygenase 1 (HO-1) induction appears as an essential process for
cellular defense against inflammatory and stressor stimuli. We have previously
demonstrated that HO-1 plays a critical anti-tumoral role in PCa.

Our hypothesis is that HO-1 modifies the tumor microenvironment
modulating the expression of inflammatory and angiogenic factors, disrupting the
bone and PCa cell interaction.

The aims of this work were: 1) to evaluate in vivo the pathophysiologic
implications of HO-1 absence in bone metabolism of Hmox-1 (HO-1 gene)
Knock-out (KO) mice; 2) to determine the transcriptional profile of genes involved
in tumorigenesis and bone turn over & remodeling, in a co-culture system in which
PCa cells share the culture medium with primary mouse osteoblast (PMOs)
isolated from BALB/c Hmox-1 +/+, +/- or -/- mice; or in co-culture with osteoblast
(MC3T3) or osteoclasts (Raw264.7) precursor cell lines; 3) to assess the
secretome of the conditioned medium of PCa and bone progenitor co-culture
systems.

The histomorphometric analysis of the Hmox-1 transgenic mice femurs
showed significant bone density reduction concomitant with the Hmox-1 copy
loss. A positive significant correlation was observed between Hmox-1 expression
levels and different genes implicated in the osteoblast differentiation or in bone

physiology regulation such as Runx2; Collal; Mcsfl and Opg. Accordingly, lower



number and activity of osteoblasts and general decrease in bone metabolism was
observed under the same conditions.

Flow cytometry analysis, revealed two PMOs populations with different
ROS levels. The population with high levels were significantly reduced in KO
animals, showing that these cells have a restricted tolerance to oxidative stress.
In summary, co-culture systems of PCa cells with bone cells resulted in a pro-
osteolytic gene expression in the bone cells, which was partially reversed when
tumor cells were pre-treated with Hemin (HO-1 specific pharmacological
inductor). Among the main altered factors are PTHrP, OPG, RANKL and RUNX2,
all of them strongly involved in bone turnover.

Altogether, HO-1 levels critically alters the expression of
osteoblastic/osteoclastic factors, affecting bone balance and the communication

between bone and prostate tumor cells.
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Abreviaciéon

Significado

ADN Acido desoxirribonucleico
ALA-S Aminolevulinico sintetasa
ALP Fosfatasa alcalina
ANXA2 Anexina A2
ANXA2R Receptor de Anexina A2
AP1 Proteina activadora 1
AR Receptor de andrégenos
ARE Elementos de respuesta a antioxidantes
ARNmM Acido ribonucleico mensajero
AURKA Aurora quinasa
Bachl Proteina con dominio BTB y homologo CNC 1
BMPs Proteinas morfogenéticas del hueso
BMUs Unidades multicelulares basicas
BRCA1 Proteina de cancer de mama 1 (Brest Cancer 1)
BSP II Sialoproteina del hueso Il
CaP Céncer de proéstata
CaSR Receptores sensores de calcio
CBP2 Proteina de unién a CREB, tipo 2
CCL2/MCP-1 Quimioquina; Proteina quimioatractante de monocitos
cFMS Receptor de CSF-1
CO Mondxido de carbono
Collal Colageno tipo1al
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CRPC

Cancer de prostata resistente a la castracion

CSF-1 Factor estimulante de colonias de macréfagosl
DCF Diclorofluoreceina
DCFDA Diclorofluoreceina diacetato
DHT Dihidrotestosterona
DKK-1 Proteina 1 relacionada a Dickkopf
DIx5 Factor de transcripcion Distal-Less Homeobox 5
DTCs Células tumorales diseminadas
ECL Quimioluminiscencia aumentada (Enhanced Chemiluminescence)
EMT Transicion epitelio-mesenquimal
ERG Gen relacionado a ETS
F12 Factor 12 de coagulacion
FGF Factor de crecimiento de fibroblastos
FITC Isotiocianato de fluoresceina
FoxO Factor de transcripcion Forkhead box O
GSH Glutation
Het. Heterocigota
HIF1a Factor inducible por hipoxia 1 a
HMEC-1 Células endoteliales de la microvasculatura humana
Hmox1 Gen de Hemo-oxigenasa 1
HO-1 Hemo-oxigenasa 1
HPB Hiperplasia prostética benigna
HR Tasa de riezgo (Hazard ratio)
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HSC Célula madre hematopoyética
HUVEC Células endoteliales vasculares umbilicales humanas
IF Inminofluorescencia
IGF-1 Factor de crecimiento insulinico tipo 1
IHQ Inmunohistoquimica
IL-1B Interleuquina 1B
IL-6 Interleuquina 6
IL-8 Interleuquina 8
kDa Kilo Dalton
Keapl Proteina 1 asociada a ECH tipo kelch
KO Noqueado (modificado genéticamente para inactivar uno o mas genes)
LH Hormona luteinizante
MAPK Proteinas quinasas activadas por mitdgenos
MC Medios condicionados
MIF Factor inhibidor de migracion de macréfagos
MSC Célula madre mesenquimal
MYCN proteina protooncogénica N myc
NFkB Factor nuclear k B
NO Oxido nitrico
Nrf2 Factor relacionado al factor nuclear eritroide 2, tipo 2
OCN Osteocalcina
ON Osteonectina
OPG Osteoprogeterina
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OPN

Osteopontina

Osx/Sp7 Activador transcripcional Osterix
P53 Proteina supresora tumoral p53
PCA3 Antigeno 3 del cancer de préstata
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PGE2 Prostaglandina E2
PIN Neoplasia prostatica intraepitelial
PKA Proteina quinasa A
PKC Proteina quinasa C
PLG Plasminégeno
PLK1 Quinasa tipo Polo 1
PMOs Osteoblastos primarios murinos
PSA Antigeno prostético especifico (prostate specific antigen)
PTEN Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
PTH Hormona paratiroidea
PTHrP Proteina relacionada con PTH
RANK Receptor activador del factor nuclear k B
RANKL Ligando del receptor activador del factor nuclear k B
RB Proteina del retinoblastoma
RE Reticulo endoplasmico
RNAseq secuenciacion de transcriptoma completo
ROS Especies reactivas del oxigeno
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RT-qPCR Retro transcripcion seguida de reaccién en cadena de la polimerasa,
cuantitativa
Runx2 Factor de transcripcion 2 relacionado a runt
SCID Inmunodeficiencia combinada grave
SDF-1 Factor derivado del estroma 1
SERPINF2 Miembro de la familia de serpina F 2
SNAP S-nitroso-acetilpenicilamina
SPP Peptidasa del péptido sefial
STAT3 Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
TCGA-PRAD Siglas del proyecto "The Cancer Genome Atlas-Prostate Adenocarcinoma"
TGF-B Factor de crecimiento transformante 3
TMA Microarreglo de tejidos
TMPRSS2 Gen de la Serin-proteasa transmembrana 2
TNF-a Factor de necrosis tumoral a
tPA/PLAT Activador tisular del plasminégeno
TRAIL Ligando inductor de la apoptosis relacionada con TNF
TRAP Fosfatasa acida resistente a tartrato
uPA/PLAU Activador de plasmindgeno tipo uroquinasa
VEGFA Factor de crecimiento endotelial vascular A
VEGFC Factor de crecimiento endotelial vascular C
wnt Proteina int/Wingless (Sitio de integracion relacionado con Wingless)
WT Tipo salvaje (Wild type)
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Introduccion



1. Laglandula prostatica

La prostata es la principal glandula del aparato genitourinario masculino. Esta
se encuentra frente al recto, por debajo de la vejiga, recubre la primera parte de
la uretra y tiene forma de piramide invertida (Figura 1). Su funcién principal es
secretar la mayor parte del liquido seminal que protege y nutre a los
espermatozoides. La prOstata secreta varias enzimas como la fosfatasa acida, la
seminina y el activador de plasmindégeno. Cabe destacar la produccion y
secrecion del antigeno prostatico especifico (PSA), serin-proteasa que licua el

semen permitiendo que los espermatozoides se muevan libremente?.

Vejiga Vesicula

seminal

Préstata.._

Recto

Uretra

Figura 1- Localizacién de la préstata. Adaptacion?.

Anatomicamente, la glandula adulta se divide en diferentes zonas: central,
de transicion y periférica (Figura 2). La zona de transicién, que representa el 5-
10% del tejido glandular, rodea a la uretra cerca de los conductos eyaculadores.
La zona central constituye el 20-25% de la prostata y se expande en forma de
cono rodeando a los conductos eyaculadores proyectandose hacia la base de la
vejiga. La zona periférica cubre la parte posterior y lateral de la glandula, y

representa el 70% de su volumen®+,
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Figura 2- Zonas anatémicas de la prostata. Adaptacions.

Histologicamente, se distingue un epitelio glandular embebido en un
estroma fibromuscular. El epitelio se compone de una capa secretoria luminal
formada por un epitelio cilindrico que es dependiente de andrégenos ya que sus
células expresan el receptor de andrégenos (AR). Estas producen las enzimas
secretadas como parte del fluido seminal, como el PSAS. El epitelio secretor se
encuentra sostenido por una capa de células basales, de tipo epitelial cuboide, y
células neuroenddcrinas, estas Ultimas independientes de andrégenos®. Las
células stem que no expresan AR se encuentran en proporcién baja. Una
membrana basal de matriz extracelular divide las células basales del estroma
(Figura 3).

Membrana basal

= Estroma
@» Célula stem
<&=> Célula basal
@ Célula luminal
<> Célula neuroenddcrina

Lumen glandular
Figura 3- Histologia de la préstata. Adaptacion’.

29



Tanto el crecimiento de la prostata como el mantenimiento de su epitelio
secretor, estan regulados por androgenos y el AR. La hipdfisis, por medio de la
hormona luteinizante (LH), estimula a las células de Leydig de los testiculos a
producir testosterona. En la prostata, esta hormona esteroidea es convertida por
la 5a-reductasa a dihidrotestosterona (DHT), metabolito mas activo (Figura 4).
La union de DHT al AR de las células glandulares prostaticas, induce la accion
transcripcional del receptor®.
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Figura 4- Esquema de la regulacion de la sintesis de androgenos®.

2. El cancer de préstata

El cancer de prostata (CaP) es el segundo tipo de cancer mas
frecuentemente diagnosticado en hombres, después del carcinoma de pulmon,
y es la quinta causa de muerte por cancer en hombres de todo el mundo
exceptuando el cancer de piel'® (Figura 5). Segun el Instituto Nacional del Cancer
(INC), Argentina se encuentra dentro del rango de paises con incidencia de
cancer media-alta y el CaP es el de mayor incidencia en hombres y el tercero en

mortalidad, luego del carcinoma de pulmén y el cancer colorrectalt?,
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Figura 5 - Incidencia y mortalidad de cancer en hombres a nivel mundial. Adaptacion?©.

Dado que el 95% de estos tumores se desarrolla a partir de una
proliferacion desmedida de las células luminales (células de la glandula las
células que producen el liquido prostatico que se agrega al semen) en los ductos
prostaticos con ruptura de la membrana basal e invasion del estroma,
clasificAndose como un adenocarcinoma por su origen glandular. Otros tipos de
CaP incluyen: Sarcomas, carcinomas de células pequefias, tumores
neuroendocrinos, carcinomas de células transicionales, siendo todos ellos poco
comunes!?13,

Histopatol6gicamente, se acepta que la neoplasia prostatica intraepitelial
(PIN, por sus siglas en inglés) representa la etapa anterior al CaP®'%4 (Figura
6). En esta lesion se observan células luminales anormales, con nucleos
agrandados, pero se mantiene intacta la membrana basal, sin invasién del
estroma. La PIN no produce un aumento de los niveles de PSA y sélo puede ser
detectado por andlisis histolégico'®. Se reconocen estadios de PIN de bajo grado
y alto grado. El vinculo posible entre la PIN de bajo grado y el CaP aun no esta
claro. Un PIN de alto grado es un marcador de riesgo para el desarrollo de

CaP1215,

31



Latenciay
ausencia de
recaida

Prostata

Neoplasia Céncer de ,
normal intraepitelial prostata {
prostatica \

Metastasis y
recaida
Figura 6- Evolucion del cancer de prostata. Adaptacion?6.

El CaP es poco comun en los hombres menores de 50 afios; la incidencia
aumenta rapidamente en cada decenio posterior’. Otros factores posibles de
riesgo incluyen la raza®, los antecedentes familiares de CaP?'?, el consumo de
alcohol y otros habitos alimentarios!’?°. Como en muchos otros tipos de
canceres, el CaP se desarrolla por una acumulacién de cambios somaticos y
epigenéticos, resultando en la inactivacién de genes supresores tumorales y la
activacion de oncogenes. Sin embargo, la causa exacta de esta afeccion y los
mecanismos especificos que llevan a su desarrollo son alin desconocidos?°.

Los examenes de deteccion pueden identificar al CaP en estadios mas
tempranos. Las pruebas diagnosticas iniciales consisten en la medicion
mediante un analisis de sangre del PSA y el examen digital a través del recto. El
diagnéstico definitivo se determina a través de una biopsia prostatica. Otros
examenes diagnoésticos que pueden indicarse son la ecografia endorrectal, la
tomografia computada o resonancia magnética (para establecer extensién local
o a distancia), el centellograma 6éseo y rutina de laboratorio, incluyendo la
medicion del PSA,

La prueba del PSA sirve ademas como una herramienta para vigilar la
recidiva después del tratamiento inicial y para pronosticar los desenlaces
posteriores al tratamiento. Las pruebas del PSA han aumentado la tasa de
deteccion de canceres en estadio temprano, algunos curables mediante

modalidades de terapia local y otros que no requieren tratamiento!”2122, No
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obstante, la posibilidad de identificar un niamero excesivo de falsos positivos
como lesiones prostaticas benignas exige que la prueba se evallie con cautela?’.
Muchos pacientes diagnosticados con un CaP poco agresivo reciben
tratamientos que ocasionan efectos adversos sobre su salud, incluso mayores a
los que puede provocar la propia enfermedad. Es por este motivo que,
actualmente, desde la literatura y las sociedades médicas no se recomienda
realizar deteccién temprana a la poblacion general'*'’, Si bien los examenes de
deteccidon permiten identificar estadios iniciales del CaP, pero no queda claro si
esta deteccibn mas precoz y el consiguiente tratamiento temprano llevan a
cambios en la evolucion natural de la enfermedad o si reducen la mortalidad por
CaP. Los datos probatorios de estudios de observacion muestran una tendencia
hacia una mortalidad mas baja por CaP en algunos paises, pero la relacién entre
estas tendencias y la intensidad de los exdmenes de deteccion no es evidente;
ademas, los vinculos con los modelos de deteccién son contradictorios?”’.

La dificultad para prevenir el tratamiento excesivo es la incapacidad actual
de distinguir con suficiente confianza, hombres que cursan una enfermedad
indolente de quienes padecen una enfermedad agresiva. El estudio de los
niveles de PSA no es lo suficientemente especifico, llevando en algunos casos
a costosas biopsias innecesarias. Repetir la prueba de PSA, y el ajuste por
factores como la edad o el volumen prostatico puede ayudar a decidir si hacer
una biopsia 0 no?2. El indice de Salud Prostatica (Prostate Health Index-PHI) y
el 4K Score son marcadores nuevos que pueden usarse alternativamente como
pruebas de segunda linea?.

Otra opcion de screening que puede predecir si una repeticion de la
biopsia de prostata seria recomendable o si es factible evitar dicho
procedimiento, es el test del antigeno 3 de CaP (PCAS3) en orina?3, en el cual se
mide el ARNm de PCA3 y PSA en muestras de la primera orina luego del andlisis
digito-rectal.

Aungue los métodos de deteccién se estan ampliando, 1 de cada 4
hombres con biopsia negativa tiene CaP?*. La preocupacion de no diagnosticar
tumores con relevancia clinica puede llevar a biopsias adicionales,
especialmente si los niveles de PSA permanecen elevados. Vale la pena
mencionar que cada biopsia puede acarrear potenciales complicaciones,

incluidas molestias, hematuria, hemorragia rectal, dificultades urinarias e
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infecciones; por lo tanto, es deseable reducir el nimero de biopsias a realizarse.
Sin embargo, todavia hay una necesidad urgente de mejorar significativamente
la precision en los diagnésticos. El principal desafio en este sentido es encontrar
nuevos biomarcadores capaces de estratificar el riesgo de tener CaP y de su
progresion.

Entre las opciones de tratamiento disponibles para el CaP, estd la
prostatectomia radical, la radioterapia de haz externo, la braquiterapia, la
crioterapia, la ablacién focal, la privacion de androgeno con analogos de la
hormona liberadora de hormona luteinizante o antiandrogenos, la privacion
intermitente de andrégenos, los farmacos citotéxicos y la vigilancia actival’. En
etapas iniciales en donde el cancer se encuentra limitado dentro de la prostata
se puede optar por modalidades de tratamiento localizado, como la intervencion
quirargica (prostatectomia) y/o radioterapia (radio o braquiterapia). Estos
tratamientos son equivalentes en cuanto a su efectividad, pero difieren en los
efectos colaterales asociados y sus consecuencias, |os mas comunes son la
disfuncion eréctil y la incontinencia urinaria. Cuando el tumor se encuentra
restringido a la glandula generalmente es dependiente de andrégenos para su
crecimiento, por lo cual el bloqueo de la produccion de andrégenos constituye el
pilar del tratamiento. Sin embargo, se puede volver independiente de esta
hormona, estadio que se conoce como resistente a la castracion (CRPC)%14.17,

La clasificacion patologica del CaP esta definida por el grado de Gleason,
el cual se basa en criterios morfoldgicos. El grado de Gleason es el método
principal para la clasificacion tisular del cancer de prostata®® y el factor prondéstico
mas importante para la enfermedad?®. Un puntaje de Gleason alto predice una
progresion mas rapida del tumor y sugiere tratamientos mas agresivos. Sin
embargo, esta clasificacién no brinda informacién sobre la seleccion de terapias.
Como resultado, los pacientes son cominmente agrupados por estadio clinico o
estado de tratamiento?”28, Ademas, el modelo actual de progresiéon del CaP
tampoco tiene en cuenta la observacion de que el estado de progresion del
cancer determina la eficacia especifica de un determinado
farmacol/tratamiento?®. En 2013 Logothetis y col. propusieron un modelo
alternativo en el cual la progresion del CaP ocurre en espiral (Figura 7). Este
modelo comprende 3 fases. La primera es la fase dependiente de

dihidrotestosterona (DHT), en la cual el tumor responde a los tratamientos que
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inhiben la 5-a-reductasa. Cuando el tumor deja de responder a la inhibicion de
esta enzima, entra entonces en la progresion en espiral, donde multiples
factores, incluidos cambios en la sefializacion por el receptor de andrégenos
(AR), activacion de oncogenes, inactivacion de genes supresores de tumor y
cambios del microambiente, afectan la progresion tumoral. Cada giro del espiral
esta definido por uno o varios marcadores con valor predictivo que pueden ser
blancos terapéuticos. La amplitud del giro de cada giro refleja el tiempo que el
tumor responde a una terapia especifica. Los cambios adaptativos que adquiere
el tumor en respuesta a la terapia le brindan resistencia, llevandolo a progresar
al siguiente giro del espiral, lo que indica la adquisicion de nuevas alteraciones
tanto en el tumor como en el microambiente. El proceso de progresion, requiere
nuevas terapias especificamente dirigidas a las alteraciones caracteristicas de
ese giro en particular. Los marcadores que reflejan la biologia que impulsa cada
giro se pueden usar para guiar la aplicacion de la terapia a tiempo, anticipandose
a la progresion. La salida de la espiral ocurre cuando surgen una serie de
mutaciones, incluidas la pérdida de AR, proteina del retinoblastoma (RB) o p53,
regulacion aumentada de la quinasa tipo Polo 1 (PLK1), Aurora quinasa
(AURKA), y amplificacion de MYCN. En esta etapa, las células de CaP escapan

de la regulacién por el microambiente y se vuelven autbnomas.
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Bajo la presion selectiva de la ablacion de androgenos, el CaP pasa de
una regulacion endécrina (por las hormonas esteroideas gonadales) a una
pardcrina (por factores presentes en el microambiente tumoral). Esta transicion
a menudo indica que el tumor se ha diseminado, lo cual representa un estadio
incurable con la terapia estandar actual®®. Durante la etapa dependiente del
microambiente, la progresion del CaP estd dominada por una constante
adaptacion por parte del tumor. Estas adaptaciones comprenden ciclos viciosos
continuos, en los cuales el microambiente altera al tumor y este a su vez altera
al microambiente?®:20,

La metastasis involucra cinco pasos, incluyendo la invasion local y
migracion a través de la matriz extracelular y entre las células estromales,
intravasacion a los capilares sanguineos, supervivencia en la circulacion,

extravasacion, colonizacion, y proliferacion en el tejido distal®'32, La adquisicion
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de resistencia a la deprivacion de andrégenos coincide con la progresion 6sea
del CaP, sefialando la presencia de una interaccion 6sea-epitelial que impulsa la
sorprendente progresion érgano-especifica. EI CaP tiene una relacion Unica con
el microambiente en la préstata y el hueso?®3334, La interaccion bidireccional
entre las células del hueso con las células de CaP sugiere que no solo los
factores de crecimiento derivados del tumor pueden afectar las células Gseas,
sino que las células del microambiente 6seo estimulan el crecimiento del tumor
metastasico. Numerosos experimentos han dado evidencia de la importancia de

dicha interaccion30:35-37,

3. Tejido 6seo
3.1.Generalidades

El hueso es un tejido conectivo mineralizado que presenta cuatro tipos
principales de células: osteoblastos, células de “revestimiento” 6seo, osteocitos
y osteoclastos®. Este tejido posee importantes funciones en el cuerpo, tales
como la locomocion, soporte y proteccion de tejidos blandos, reservorio de calcio
y fosfato, y albergue de la medula 6sea3*4°. Adicionalmente, estudios recientes
se han enfocado en las funciones enddécrinas del tejido éseo, el cual es capaz de
afectar otros 6rganos*42,

El tejido 6seo se caracteriza por su rigidez y su gran resistencia tanto a la
traccibn como a la compresién. Se puede distinguir: a) el hueso compacto,
denso, cortical o tejido éseo secundario, el cual es caparazén de muchos huesos
y posee fibras de colageno que se disponen en laminas concéntricas alrededor
de un conducto vascular formando un canal Haversiano; y b) el hueso esponjoso,
trabecular, poroso o tejido 6seo primario, el cual posee fibras de coladgeno que
se disponen al azar tomando el aspecto de una esponja por sus numerosas
cavidades. El hueso trabecular es metabdlicamente mas activo que el hueso
compacto debido a su mayor superficie de remodelacion.

La estructura basica de un hueso largo se puede dividir en varias regiones
(Figura 8):

- Epifisis: Es la region entre la placa de crecimiento y el extremo del hueso,
cubierto por cartilago articular. En una persona adulta, la epifisis consiste en
abundante hueso trabecular y una fina capa de hueso cortical. Algunos tumores

0seos, como el condroblastoma, tienen una fuerte predileccion para crecer en
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esta region.

- Metéfisis: Es la region de union entre la placa de crecimiento y la diéfisis.
Contiene abundante hueso trabecular y un adelgazamiento en el hueso cortical
respecto a la diafisis. Esta region es un sitio comun para muchos tumores 0seos
primarios.

- Diafisis: Es el eje de los huesos largos y esta localizada entre las metafisis.
Estad compuesta principalmente por hueso cortical compacto. Posee un canal
medular que contiene la médula y una pequefia cantidad de hueso trabecular.

- Placa de crecimiento: Separa la epifisis de la metafisis. Es la zona de osificacion
endocondral en un hueso en crecimiento activo. En un hueso adulto ya
desarrollado sélo queda su cicatriz.

El endostio reviste todas las superficies internas del hueso, incluyendo los
espacios medulares y conductos vasculares. El periostio es la membrana
externa que rodea las partes de los huesos que no estan cubiertas por los
cartilagos. Tiene dos capas: la externa, que estd compuesta por tejido conectivo
denso e irregular que contiene vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios y la
interna u osteogénica que contiene fibras elasticas, vasos sanguineas y
diferentes tipos de células éseas. Se le llama sistema de Havers (u osteona) a la
unidad fisiolégica y anatémica del tejido 6seo compacto. Esta formado por un
canal central y por varias laminillas de colageno a su alrededor, las cuales
contienen lagunas con osteocitos. Por el conducto central, llamado conducto de
Havers, corren vasos sanguineos y nervios, encargados de irrigar y enervar las
células del tejido 6seo compacto. Esto se logra a través de los canaliculos
calcéforos (disposicion radial) que comunican desde el conducto de Havers
hacia las lagunas mas cercanas del tejido, donde se encuentran las células
Oseas. Cada osteocito introduce sus prolongaciones citoplasmaticas en dichos
canaliculos, para contactarse con otros osteocitos y con el conducto de Havers.
Los conductos de Volkmann atraviesan totalmente las osteonas poniendo en
contacto los conductos de Havers entre si. Estos conductos, no estdn rodeados
por laminillas y por ellos penetran los vasos desde el periostio y el canal medular

conectandolos con las osteonas.
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Figura 8- Estructura del hueso. Adaptacion?3.

A pesar de su apariencia inerte, el hueso es un érgano altamente dinamico
el cual es continuamente degradado por osteoclastos y regenerado por
osteoblastos. Existe evidencia de que los osteocitos actian como
mecanosensores y moderadores del proceso de remodelacion44+46, La funcién
de las células de “revestimiento” 6seo no es clara, pero parecen cumplir un papel
importante en el acoplamiento de los procesos de resorciéon y formacion 6sea*’.

El hueso estd compuesto por sales inorganicas, principalmente en iones
calcio y fosfato®®48, y una matriz organica compuesta por proteinas de colageno
(90%), predominantemente colageno tipo |, y otras proteinas incluidas
osteocalcina (OCN), osteonectina (ON), osteopontina (OPN), fibronectina,
sialoproteinas de hueso Il (BSP Il), proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs),
y factores de crecimiento*®:°0, También contiene proteoglicanos pequefios, ricos
en leucina y proteinas séricas®®°!. Los iones calcio y fosfato se nuclean para
formar los cristales de hidroxiapatita, representados por la formula quimica
Cai10(P0Oa4)s(OH)2. Junto con el colageno, la matriz proteica no colagena forma un
soporte para la deposicion de la hidroxiapatita, y esta asociacion es responsable

de la estructura y resistencia del tejido 6seo*°.
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3.2.Principales poblaciones celulares

3.2.1. Osteoblastos

Los osteoblastos son responsables de la formacion de hueso ya que
sintetizan y secretan proteinas para formar el osteoide, el cual luego sera
mineralizado y se convertird en hueso maduro*’. Son células cuboides
localizadas a lo largo de la superficie 6sea y comprenden entre el 4-6 % del total
de células residentes del hueso®?.

Derivan de células madre mesenquimales (MSC), las cuales también
pueden diferenciarse a otros tipos celulares incluyendo adipocitos vy
condrocitos®3. El compromiso de las MSC hacia un linaje de progenitor 6seo
requiere de la expresion de genes especificos, seguidos de pasos
temporalmente programados que incluyen la sintesis de BMPs y miembros de la
via de Wnt (int/Wingless)>*. La expresion del factor de transcripcién 2 relacionado
a runt (Runx2), factor de transcripcion involucrado en la diferenciacion de
osteoblastos y la morfogénesis; Distal-Less Homeobox 5 (DIx5), Factor de
transcripcion involucrado en el desarrollo del hueso; y el activador transcripcional
Osterix (Osx/Sp7), son cruciales para la diferenciacion de los osteoblastos®?°,
Runx2 es un gen maestro para este proceso, como lo demuestra el hecho de
que ratones deficientes para esta proteina carecen de osteoblastos®°®. Por otro
lado, ha sido demostrado que Runx2 es capaz de regular positivamente genes
osteoblasticos como colageno tipo | (Collal), fosfatasa alcalina (ALP), BSP, y
OCN?®’,

Los osteoblastos maduros aparecen como una capa simple de células
cuboides con alto contenido de reticulo endoplasméatico rugoso y grandes
complejos de Golgi. Algunos de estos osteoblastos exhiben complejos
citoplasmaticos hacia la matriz 6sea, alcanzando las prolongaciones de los
osteocitos®®. En este estadio, el osteoblasto maduro puede entrar en apoptosis
o derivar en osteocito o célula de “revestimiento” del hueso®°.

La diferenciacibn de los osteoblastos es contralada por vias de
sefalizacion complejas que regulan la expresion de genes tanto a nivel
transcripcional como traduccional. Como ya mencionamos previamente Runx-2
(o Cbfal) es un factor de transcripcion crucial para la diferenciacion de estas

células.
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Uno de los primeros marcadores de diferenciacion que expresan los
osteoblastos inmaduros es ALP. Los marcadores de diferenciacion tardios son
los responsables de la deposicion de la matriz 6sea. Las BMPs juegan un rol
importante en la diferenciacion, al igual que otros factores como el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF) y el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), ya que estimulan el
crecimiento y diferenciacién de estas células®°.

Los osteoblastos son ademas necesarios para la diferenciacion de los
osteoclastos, las células responsables de la degradacion del hueso. Los
osteoblastos expresan el ligando del receptor activador del factor nuclear k B
(RANKL), el cual se une a su receptor (RANK) en la superficie de los osteoclastos
favoreciendo su diferenciacion y actividad. A su vez, los osteoblastos también
secretan el receptor decoy de RANKL, osteoprogeterina (OPG), que compite con
RANK por la union a RANKL, disminuyendo los niveles de RANKL disponibles
para la activacion de los osteoclastos. Del balance entre la expresion de RANKL
y OPG en los osteoblastos se determinara el efecto neto sobre los osteoclastos
(Figura 9)°.

Resorcion Osea Formacion osea

‘Hueso | BMP, TGFp, IGF,FGF,
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Figura 9- Rol de los osteoblastos y osteoclastos en la remodelacion ésea.
Los osteoblastos regulan la diferenciacién y activacion de los osteoclastos
a través de la expresion de citoquinas, como RANKL y OPG. Entre los
factores que estimulan la diferenciacion de los osteoblastos se encuentran
BMPs, TGF- 3, IGF, FGF, PDGF, VEGF y WNT. DKK1 es antagonista de
WNT vy bloquea la via candnica3*.
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3.2.2. Osteocitos

Los osteocitos comprenden un 90-95% del total de las células del hueso
y son las células mas abundantes y longevas, con una vida util de mas de 25
afios®?. Estas células derivan del linaje de MSCs a través de la diferenciacion
osteoblastica. En este proceso se reconocen cuatro estadios: osteoide-osteocito,
preosteocito, osteocito inmaduro y osteocito maduro®. Al final del ciclo de
formacién O6sea, una subpoblacibn de osteoblastos deriva en osteocitos
incorporados a la matriz 6sea.

Mientras que el cuerpo celular del osteocito esta localizado en el interior
de las lacunas rodeado de matriz 6sea mineralizada®%4, sus
procesos/prolongaciones citoplasméaticos (méas de 50 por cada célula) atraviesan
pequefios tuneles que se originan desde la lacuna, llamados canaliculos,
formando el sistema lacuno-canalicular del osteocito®®. Estos procesos
proyecciones citoplasmaticos estan conectados con las prolongaciones de
osteocitos vecinos mediante uniones “gap”, asi como a los proyecciones
citoplasmaticas de osteoblastos y células de “revestimiento” del hueso en la
superficie 6sea, facilitando el transporte intracelular de pequefias moléculas de
sefializaciéon como prostaglandinas y 6xido nitrico entre estas células*?. A través
del sistema lacuno-canalicular, el osteocito actlia como mecanosensor ya que su
red tiene la capacidad de detectar presiones y cargas mecdanicas, ayudando de
ese modo a la adaptacion del hueso a las fuerzas mecéanicas diarias®. En este
sentido, los osteocitos parecen actuar como orquestadores de la remodelacién
6sea, mediante la regulacion de la actividad de osteoblastos y osteoclastos®3:6,
Méas aun, se vio que la apoptosis en osteocitos puede generar sefales
quimiotacticas para la resorcién ésea por osteoclastos®”8, De acuerdo con esto,
se ha observado que durante la resorcién 0sea, los osteocitos apoptéticos son
fagocitados por osteoclastos®®.

3.2.3. Células de “revestimiento” 6seo

Las células de “revestimiento” del hueso son osteoblastos quiescentes y
de forma aplanada que cubren la superficie 6sea, donde ni la resorcion ni la
formacién 6sea ocurre’™®. La funcion de estas células no se conoce
completamente, pero se ha visto que previenen la interaccion directa entre los

osteoclastos y la matriz 6sea cuando la resorcion 6sea no debe ocurrir. También
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participan en la diferenciacion de los osteoclastos produciendo OPG y RANKL™,
Mas aun, las células de “revestimiento” del hueso, junto con otras células, son
un componente importante de estructuras anatémicas temporarias denominadas

unidades multicelulares basicas (BMUs)?’.

3.2.4. Osteoclastos

Los osteoclastos son células diferenciadas multinucleadas que se originan
a partir de células mononucleares del linaje de las células madre
hematopoyéticas (HSC), bajo la influencia de varios factores’?. Entre estos
factores estan incluidos el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF
0 CSF-1), secretado por células mesenquimales progenitoras o&seas Yy
osteoblastos’®74, y RANKL, secretado por osteoblastos, osteocitos y células
estromales’®. En conjunto, estos factores promueven la activacion de factores de
transcripcion’376 y la transcripcién de genes en los osteoclastos’’:8,

Estas células se localizan en el endostio y en el periostio y se caracterizan
por tener dos formas funcionales. Una es cuando migran desde la médula ésea
hacia el sitio de resorcion y presentan una forma aplanada y no polarizada. Pero
durante la remodelacién ésea los osteoclastos se polarizan, exhibiendo cuatro
tipos de dominio de membrana: la zona de sellado y el borde rugoso o en forma
de “cepillo” que estan en contacto con la matriz 6sea, y los dominios basolateral
y secretor (algunos autores consideran el dominio basolateral dentro del
secretor) los cuales no estan en contacto con la matriz 6sea’®. Cuando se inicia
la resorcion dsea, los osteoclastos liberan desde el dominio con forma de
“cepillo” vesiculas con acido clorhidrico y proteasas, las cuales disuelven los
cristales de hidroxiapatita y a su vez las proteasas degradan la matriz organica
formando una laguna de resorcién. Los productos de la degradacion son
endocitados, transportados a través de la célula y exocitados en el dominio
secretor, permitiéndoles asi degradar grandes cantidades de hueso sin alejarse

de la superficie de resorcion®°.

Los factores necesarios y suficientes para la osteoclastogénesis son CSF-
1y RANKL. CSF-1, producido por los osteoblastos y por las células del estroma,
se une a su receptor cFMS, presente en los precursores de osteoclastos,

estimulando su proliferacién e inhibiendo su apoptosis’®. RANKL es un factor
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crucial para la osteoclastogénesis, expresado por osteoblastos, osteocitos y
células estromales. Cuando se une a su receptor RANK en los precursores de
osteoclastos, se induce la formacion de osteoclastos. Las células comienzan a
expresar la fosfatasa acida resistente al tartrato, un marcador de diferenciacion
de los osteoclastos, luego se fusionan y comienzan a expresar otros marcadores
de diferenciacién como el receptor de calcitonina y la catepsina K882, Por otro
lado, varios tipos celulares, incluidos osteoblastos, células estromales y
fibroblastos, producen OPG?2-8, el cual se une a RANKL previniendo la
interaccion RANK/RANKL Y, consecuentemente, inhibiendo la
osteoclastogénesis®. Asi, el sistema RANKL/RANK/OPG es el principal

mediador este proceso®®.

Se demostr6 que el potencial osteoclastogénico puede diferir
dependiendo del sitio del hueso en consideracion. Asi, los osteoclastos de
medula ésea de huesos largos se forman mas rapido que los de la mandibula.
Esta dinamica diferente posiblemente se deba a la composicion celular de la

médula 6sea especifica de cada sitio®.

Existe evidencia de que los osteoclastos cumplen otras funciones. Por
ejemplo, se ha visto que los osteoclastos producen factores, llamados
clastoquinas, que controlan a los osteoblastos durante el ciclo de remodelacion
Osea. Otra evidencia indica que los osteoclastos serian capaces de regular
directamente el nicho de las HSCs®'.

3.3.Remodelacion 6sea

El proceso de remodelacion ésea es un ciclo altamente complejo que es
llevado a cabo por la accion concertada de osteoblastos, osteocitos, osteoclastos
y células de ‘“revestimiento” del hueso®. La formacion, proliferacion,
diferenciacion y actividad de estas células esta controlada por factores locales y
sistémicos® (Figura 10). Los factores locales incluyen moléculas autdcrinas y
paracrinas tales como factores de crecimiento, citoquinas y prostaglandinas
producidas por las células éseas, ademas de factores de la matriz 6sea que son
liberados durante el proceso de resorcion®®8°, Los factores sistémicos
importantes para el mantenimiento de la homeostasis 0sea incluyen a la
hormona paratiroidea (PTH), calcitonina, 1,25-dihidroxi vitamina D3 (calcitriol),
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glucocorticoides, andrégenos y estrégenos*2. La proteina relacionada con PTH

(PTHrP), que también se une al receptor de PTH, es critica en la remodelacion

6sea.
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Figura 10- Ciclo de remodelacién 6sea. Esquema general®?,

El ciclo de remodelacién ésea tiene lugar dentro de cavidades que
necesitan ser remodeladas en el hueso®. En dichas cavidades, se da la
formacién de las BMU, que estan formados por un grupo de osteoclastos que
forman el cono de corte y un grupo de osteoblastos que forman el cono de cierre,
y asociados con la vasculatura y la inervacién periférica. Si bien se lo define
como un ciclo, se pueden distinguir las fases de iniciacién, transicion y

terminacion del proceso de remodelacion (Figura 11)9293,
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Figura 11- Fases de la remodelacién 6sea®?.

En la fase de iniciacion, los precursores osteoclasticos son reclutados en
areas especificas de la superficie 6sea por accion de factores secretados
principalmente por osteoblastos y células del estroma adyacentes a la linea de
formacién de hueso®%. Entre otros, la quimioquina CCL2 (también llamada
proteina quimioatractante de monocitos, MCP-1) y el factor derivado del
estroma-1 (SDF-1) son los factores mas conocidos involucrados en el
reclutamiento de osteoclastos. Luego de la accion de factores
osteoclastogénicos como CSF-1 y RANKL, los precursores se diferencian en
osteoclastos maduros gue inician la resorcion 6sea. Muchos factores pueden
aumentar este efecto, como por ejemplo PTHrP, el factor de necrosis tumoral a

(TNF-a) y la interleuquina-1B (IL-1B) entre otros®2.

Durante la remodelacion, las células 6seas se comunican de manera
directa e indirecta en un proceso llamado mecanismos acoplados, el cual incluye
factores solubles almacenados en la matriz 6sea que se liberan luego de la
accion de los osteoclastos®. Factores como IGFs, TGF-B3, BMPs, FGF y PDGF
actuan como factores de acoplamiento, dado que son almacenados en la matriz
Osea y al ser liberados durante la resorcion, activan a los osteoblastos dando
comienzo a la fase de transicion. En esta fase los osteoblastos comienzan a

expresar OPG%,

En la fase de terminacion, los osteoblastos producen hueso nuevo
(osteoide), el cual se mineraliza y los osteoblastos entran en un estado de

quiescencia. Los osteocitos producen esclerotina, la cual suprime la formacion
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de hueso y posiblemente contribuye a inactivar a los osteoblastos. El proceso de
finalizacién es mas largo ya que la sintesis de hueso nuevo es mas lenta que la

resorcion (Figura 11)%.

La sintesis de matriz ésea por parte de los osteoblastos ocurre en dos
etapas principales: deposicion de la matriz organica y su posterior
mineralizacion. En el primer paso, los osteoblastos secretan proteinas de
colageno, principalmente Collal, otras proteinas (OCN, ON, BSP Il y OPN), y
proteoglicanos incluidos decorina y biglicano, los cuales forman la matriz
organica. Luego, la mineralizacion de la matriz 6sea ocurre en dos etapas: las
fases vesicular y fibrilar®”:%8. La fase vesicular ocurre cuando porciones de
didmetro variable (de 30 a 200 nm), llamadas vesiculas de matriz, son
secretadas desde la membrana apical de los osteoblastos hacia la matriz 6sea
recientemente formada, en la cual se unen a los proteoglicanos y otros
componentes organicos. Debido a su carga negativa, los proteoglicanos
sulfatados retienen a los iones calcio que son almacenados en las vesiculas de
matriz’9%. Cuando los osteoblastos secretan enzimas que degradan
proteoglicanos, los iones calcio son liberados y se unen a moléculas de union a
calcio concentradas en las vesiculas de matriz, entre las que se encuentran las
anexinas, las cuales pueden actuar también como canales de calcio trans-

membrana®’.

Por otro lado, los compuestos que contienen fosfato son degradados por
las ALP secretada por osteoblastos, liberando iones fosfato dentro de las
vesiculas de matriz. Entonces, los iones fosfato y calcio presentes en el interior
de las vesiculas se nuclean, formando los cristales de hidroxiapatita®?. La fase
fibrilar ocurre cuando la saturacion de iones calcio y fosfato lleva a la ruptura de
la vesicula liberando los cristales de hidroxiapatita que se diseminan rodeando

la matriz99-100,

Ademas de los osteoblastos y osteoclastos, se ha demostrado que los
osteocitos cumplen un papel clave durante la remodelacion 6sea®. Bajo la
influencia de varios factores, los osteocitos actian como directores del proceso
de remodelacion 6sea, produciendo factores que influyen sobre la actividad de
los osteoclastos y los osteoblastos®*. Los factores osteoclastogénicos son
también producidos por osteocitos viables gue se encuentran cerca de osteocitos
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apoptoéticost®t. Hay evidencia de que los osteocitos actian como la principal

fuente de RANKL para promover la osteoclastogénesis®*%,

4. Metéstasis 6sea del cancer de préstata
4.1.Tropismo de los tumores prostaticos por el hueso

El establecimiento de las células tumorales en sitios distales como el
microambiente 6seo requiere multiples pasos. Las células tumorales pueden
adquirir propiedades que permitan la transicion epitelio-mesenquimal (EMT),
extravasacion y migracion®?. La cascada metastasica implica la secuencia de
eventos discretos que comienzan con el desprendimiento de las células
cancerigenas desde el tumor primario, la invasién de tejidos adyacentes y la
posterior entrada primero en los capilares de la vasculatura del tumor y luego en
el sistema circulatorio y linfatico general'®?. Una vez en circulacion la célula
tumoral debe sobrepasar distintos tipos de estrés, incluyendo la evasion del
sistema inmune. Luego de su detencion en el lecho capilar y posterior
extravasacion, la célula tumoral colabora en la modificacién del microambiente

para favorecer su crecimiento en este nuevo sitio (Figura 12).
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Figura 12- Pasos involucrados en la metastasis ¢sea desde un tumor primario. Adaptaciéni,

La metastasis O0sea es una complicacion frecuente de los tumores
s6lidos'94105 E| establecimiento de la metastasis 6ésea es una considerable
causa de morbilidad, a menudo resultando en dolor, compresion de la médula

espinal, hipercalcemia y fracturas patologicas, resultando en dltima instancia en
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la necesidad de cirugial®+1%, EI 80% de los CaP avanzados exhiben
diseminacién al hueso como sitio de metastasis, presentando una probabilidad
del 35% de sobrevida a un afio luego de diagnosticada la metastasis 0sea, que
disminuye al 12y 6 % a los 3 y 5 afios, respectivamentel®. En la actualidad, las
macro-metastasis 0seas son incurables y solo se cuenta con tratamientos
paliativos. Una mejor comprension de como estos procesos influyen en el inicio

temprano de la metastasis 6sea puede dar una idea de las terapias potenciales®2.

Las células de CaP tienen una particular afinidad por el hueso: esto puede
deberse a la expresion de genes que las predisponen a alojarse en la médula
0sea, aunque también es posible que estas células adquieran osteomimetismo
luego de localizarse dentro del compartimento 6seo. El término osteomimetismo
de las células tumorales prostaticas hace referencia tanto a la atraccion de las
células tumorales por el hueso como a las caracteristicas fisiomoleculares 6seas
que adquieren las células prostaticas en contacto con el hueso. Luego de
localizarse en el tejido 6seo, las células tumorales diseminadas (DTCs) o0 su
progenie pueden tener efectos osteoblasticos, osteoclasticos o ambos!®’. Las
lesiones osteoblasticas estimulan la formacion de osteoblastos y promueven la
formacién de hueso, aunque este sera un hueso de mala calidad!®®. Las lesiones
osteoliticas estimulan la actividad osteoclastica, resultando en una pérdida de
masa 0sea. En el caso del CaP, se ha observado que el impacto de las DTCs es
de naturaleza tanto osteoblastica como litical®. Joseph y colaboradores
demostraron que células progenitoras hematopoyeticas (HPCs) de ratones
inoculados con la linea celular tumoral prostatica C42B, indujeron diferenciacion
osteoblastica sobre células estromales de médula 6sea mediante la produccion
de BMP-2, cuando crecian en co-cultivo con éstas. Por otro lado, estos autores
reportaron que HSCs de ratones inoculados con la linea celular de CaP PC3
indujeron actividad ostoaclastica mediada por IL-6, que resulté en lesiones

principalmente osteoliticas!'!1,

Las células tumorales metastasica no son las Unicas responsables de la
destruccion del hueso. Este proceso involucra principalmente a osteoblastos y
osteoclastos, y estos son a su vez esenciales para el establecimiento de las
células tumorales metastasicas en el hueso. PTHrP, IL-1, IL-6 y prostaglandina
E2 (PGE2) pueden regular la produccion de RANKL/OPG por parte de los
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osteoblasto y modular la activacion de los osteoclastos'??. Ademas, se reportd
que los osteoclastos son capaces de estimular la expresion de RANKL en

osteoblastos en modelos murinos de metastasis 6sea de cancer de mamal’?.

Tradicionalmente las metastasis se clasificaban 06seas como
osteoblasticas u osteoclasticas, siendo factores completamente diferentes los
responsables de cada una. Desde este punto de vista, se cree que las metastasis
liticas son causadas por factores activadores de osteoclastos liberados por la
célula tumoral en el microambiente 0seo, siendo PTHrP el mas importante.
Actualmente sabemos que las lesiones osteoblasticas o liticas son los extremos.
Andlisis morfolégicos han revelado que, en muchos pacientes, las metastasis
6seas tienen elementos tanto osteoliticos como osteoblasticos!®?. En el CaP, las
metastasis 6seas son predominantemente osteoblasticas'®. Sin embargo, los
procesos de resorcion y formacién désea generalmente estan vinculados o

acoplados!®?,

Dentro del nicho 6seo metastasico, las DTC pueden entrar en un estado
de latencia o proliferar para adaptarse y sobrevivir, interactuando con células
O0seas como las HSC, osteoblastos y osteoclastos. La interaccién con el hueso
puede alterar las propiedades de la célula tumoral, por otro lado, las células
tumorales pueden también adquirir caracteristicas del microambiente
(osteomimetismo). Alternativamente, estas células también expresan genes
osteomiméticos que le permiten sobrevivir o favorecen la colonizacion de la
médula 6sea*2. Debido a esta interaccién entre las células tumorales y las células
del microambiente 6seo, se genera lo que se conoce como “ciclo vicioso” (Figura
13), en el cual la resorcion 6sea promueve la liberacion de factores como TGF-
B e IGF1, los cuales estimulan la proliferacién de la célula tumoral y promueven
la liberacion de PTHrP, este factor a su vez estimula la resorcién ésea y la

subsecuente liberacion de TGF-B e IGF1192,
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Figura 13- “Ciclo vicioso” entre las células tumorales y las células del microambiente 6seo.

Adaptacionioz,

La migraciéon de las células tumorales puede desencadenarse por
guimiotaxis en respuesta a diferentes estimulos. Los mecanismos por los cuales
las células tumorales migran y colonizan la medula dsea siguen sin ser
completamente comprendidos. En 1989 Paget desarroll6 la hipotesis “del suelo
y la semilla” para explicar el tropismo de células tumorales hacia tejidos
especificos!!3, actualmente se reconoce que hay un determinante genético en el
tropismo y el proceso de colonizacién del hueso!'4. Esta firma molecular incluye
genes originalmente involucrados en la fisiologia 6sea, e implicados en el
tropismo de las células tumorales al hueso. De hecho, la célula tumoral usa el
mismo mecanismo utilizado por las HSC y los leucocitos para migrar al hueso
(Figura 14)%.
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Figura 14- Etapas de la colonizacién tumoral del microambiente 6seo32.

El desarrollo de un nicho osteoclastico por parte de la célula tumoral crea
un cambio en la homeostasis 0sea, disparando la liberacion de sefiales de
células madre para estimular el crecimiento, posiblemente a través de la via del
factor nulear kB (NFkB)*®. Por lo tanto, la reactivacion de las DTC depende
también de factores intrinsecos de la célula tumoral para permitir su auto-
renovacion, ademas de los factores ambientales del nicho metastasico. Las
células tumorales que se establecen en la médula 6sea entran en un estado de
latencia en nichos especificos y/o se adaptan al microambiente 6seo. Las DTC
pueden volverse activas afios después a medida que proliferan y alteran la
funcién de los osteoblastos y osteoclastos, irrumpiendo la remodelacién 6sea

fisioldégica y promoviendo la destruccién del esqueleto32116,

En cancer de mama, la alta concentraciéon de Ca?*, como resultado de la
remodelacion ésea normal, funciona como quimioatractante para dichas células
tumorales!!’, actuando sobre receptores sensores para este ion (CaSR). De
manera similar a lo que ocurre en las HSCs, donde estos receptores regulan la
localizacién de estas células en la médula 6sea en funcién de los niveles de Ca?*
locales!!®. Esto se relaciona con el “ciclo vicioso” mencionado con anterioridad,
mediante el cual las células tumorales interactian con el microambiente 6seo
para dirigir la progresion de la enfermedad'®?. Bajo este sistema, la resorcion
6sea mediada por osteoclastos ocurre cuando el Ca?* se une al CaSR, el cual

puede a su vez estimular la sintesis de PTHrP en la célula tumoral generando un
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loop de retroalimentacion'®. Un estudio reciente en cancer de mama demostré
que CaSR estimula la sefalizacion intracrina de PTHrP promoviendo la
proliferacion y supervivencia de la célula tumoral (Kim et al 2016).
Adicionalmente, PTHrP estimula la produccion de RANKL en los osteoblastos
cumpliendo asi un rol clave en la diferenciacion de los osteoclastos'92120, RANK
se expresa en la mayoria de las lineas celulares de cancer de prostata y mama,
y se demostrd que es un factor importante en la conduccion de la célula tumoral
al hueso!?122, Jones y colaboradores demostraron que en células tumorales de
préstata y mama que expresaban RANK se estimulé la migracion al tratarlas con
RANKL recombinante, mientras que este efecto fue bloqueado por OPG*??. Por
otra parte, altos niveles de RANKL, el Factor inhibidor de migracion de
macrofagos (MIF) y OPG en sangre periférica de pacientes pueden modular la
intravasacion, angiogénesis, supervivencia y la transicion epitelio-mesenquimal
de las células tumorales circulantes'?3, Cabe destacar que los osteocitos son la
principal fuente de RANKL en adultos®%, y existe evidencia en la literatura de
que los osteocitos contribuyen a la formacion de la metastasis Osea,
favoreciendo la colonizacién de la médula 6sea por parte de la célula tumoral®4.
Los osteoblastos también expresan otros factores importantes en la quimiotaxis
como anexina A2 (ANXAZ2), la cual promueve al tropismo tumoral al hueso. Se
demostré que las células de CaP que expresan el receptor de ANXA2 (ANXA2R)

migran hacia los sitios 6seos donde se expresa ANXA21%4,

4.2.Estrés oxidativo y HO-1 en la tumorigénesis prostatica y el
establecimiento de la enfermedad 6sea

Como se ha mencionado, la tumorigénesis es un proceso que consta de

muchas etapas en las que se requiere la acumulacién de mutaciones para la

transformacién de una célula normal a una tumoral. El dafio al ADN causado por

las especies reactivas del oxigeno (ROS) es la mayor fuente de mutaciones®?.

Se ha sugerido que la inflamaciéon incrementa la tumorigénesis
prostatica'?®. Citoquinas, quimioquinas y metaloproteinasas de la matriz son
parte de la red pro-inflamatoria que contribuye a la progresion maligna'?’. De
hecho, factores pro-inflamatorios secretados por las células de CaP y del hueso,
y la subsecuente liberacion de factores desde la matriz organica ésea, median la
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interaccidn paracrina/autocrina entre las células de CaP, osteoblastos y
osteoclastos, que determinan finalmente el fenotipo 6seo y la progresion del
CaP'?8129 E| estrés oxidativo es una consecuencia natural del proceso
inflamatorio y actia como modulador de la funcién de tejidos mineralizados**°
(Figura 15). Esto afecta la formacion de hueso al inhibir la diferenciacion de
osteoblastos y promover su apoptosis'!. Este efecto estd mediado en parte por
ROS, generadas en el contexto de estrés oxidativo.

] ROS
(04H0)

U
RANKL @ (®)

"0 ©
@ o
Menor sintesis
de hueso m

Pérdida de hueso por estrés oxidativo

Figura 15- Remodelacion ésea y estrés oxidativo. En condiciones de estrés oxidativo, la
remodelacion del hueso se encuentra desbalanceada: la formaciéon 6sea mediada por los
osteoblastos se reduce, mientras que la diferenciacién y la actividad de los osteoclastos aumenta,
ya sea de manera directa por los ROS como de manera indirecta por el aumento de RANKL130,

Las células contrarrestan los afectos adversos de las ROS activando
varios mecanismos de defensa, incluyendo la induccion de enzimas
“scavengers” de radicales libres como Hemo oxigenasa 1 (HO-1), la enzima
limitante en la degradacion del hemo, que es capaz de conferir citoproteccion

frente a la inflamacion y al estrés oxidativo'®2.

La disminucion de HO-1 lleva a un aumento en los niveles de ROS y
consecuentemente, a un mayor dafio en el ADN'33, Mas aln, el monéxido de
carbono (CO) (producto de la degradacion del hemo por accion de HO-1) mejora

la supervivencia celular luego de ser irradiadas o tratadas con genotoxinas, al
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inducir la reparacién del ADN34, Por lo tanto, un aumento en la expresion de
HO-1 previene el dafio al ADN vy la iniciacion de la carcinogénesis en células
normales. Sin embargo, en etapas tardias de la tumorigénesis, la sobre-
expresion de HO-1 puede promover la proliferacion e invasividad de las células
tumorales'33135136  HO-1 protege a las células tumorales de la apoptosis
inducida por agentes quimiotoxicos o por irradiacion, sugiriendo que esta
involucrada en la resistencia al tratamiento'3”138, Paradéjicamente, estudios en
CaP demostraron que CO inhibe el crecimiento tumoral y aumenta la sensibilidad
a la quimioterapia al intensificar el agotamiento metabdlico'*°. Reportes previos
de nuestro laboratorio documentaron por primera vez la localizacion nuclear de
HO-1 en CaP%. También documentamos que HO-1 inhibe la proliferacién
celular, migracién e invasion in vitro, y afecta el crecimiento de células de CaP in
vivol4l. Ademas, previamente establecimos que en CaP HO-1 cumple un papel
clave como modulador de la angiogénesis'#2. Es ampliamente aceptado que la
angiogénesis es un proceso clave no solo para el crecimiento tumoral, sino
también para la neo formacion de hueso. Mas aun, mostramos evidencia de que
la funcion anti-angiogénica de HO-1 est4 mediada por la represion de la via de

sefializacion de NFkB42,

5. Hemo oxigenasa 1.
5.1.Expresion, localizacion y funcion de hemo oxigenasa 1.

Las ROS pueden causar dafio en los tejidos debido a la acumulacion de
cambios en macromoléculas vitales como lipidos, carbohidratos, proteinas e
incluso ADN43, Actualmente, no se conocen completamente los mecanismos
por los cuales las células censan estados pro-oxidantes y activan caminos de
sefalizacion para contrarrestar los cambios. Sin embargo, se sabe que la
expresion de las enzimas de la familia de HO, que catabolizan el hemo, es una
estrategia muy conservada a lo largo de la evolucién#4,

HO-1 es una proteina de 32 kDa, que se expresa en bajos niveles en la
mayoria de los tejidos de los mamiferos y es inducible en todas las células por
una vasta variedad de estimulos como: su propio sustrato, metales pesados,
irradiacion UV, ROS, 6xido nitrico y citoquinas inflamatorias!4®. La expresion de

esta proteina puede ser también modulada por la accién de hormonas!#6:147,
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Los niveles intracelulares de hemo juegan un papel importante en la
regulacién de muchas funciones celulares. Por lo tanto, la cantidad de hemo es
finamente regulada por su sintesis, a cargo de la enzima acido delta
aminolevulinico sintetasa (ALA-S), y su degradacion dirigida por HO. Altos
niveles de hemo reprimen la sintesis de la enzima ALA-S e inducen la expresion
de HO8,

Existen multiples factores de transcripcion involucrados en la regulaciéon
de la expresion de HO-1: las proteinas quinasa activadas por mitogenos (MAPK),
Factor relacionado al factor nuclear eritroide-2 tipo 2 (Nrf2), la proteina con
dominio BTB y homdélogo CNC 1 (Bachl), el factor de transcripcion de cierre
leucina basico 1, las proteinas quinasa Ay C (PKA y PKC), la proteina activadora
1 (AP1) y NFkB entre otros'#°. La regulacion mas ampliamente conocida es la
que llevan a cabo Nrf2 junto a Keapl (proteina 1 asociada a ECH tipo kelch). En
condiciones basales, Nrf2 es ubiquitinado por medio de Keapl y enviado a
degradacion. En situaciones de estrés, Nrf2 se libera de Keapl y transloca al
ndcleo donde activa distintos genes, entre ellos HMOX1, por union a los
elementos de respuesta a antioxidantes (ARE)**° (Figura 16).

En general, el hemo se libera por la oxidacion de las hemoproteinas, siendo las
mas abundantes la hemoglobina y la mioglobina (expresadas en glébulos rojos
y células musculares, respectivamente)®. El hemo libre (complejo de
protoporfirina I1X con hierro ferroso) puede catalizar, a través de la reaccion de
Fenton, la formacion de los radicales hidroxilo, altamente téxicos, a partir de
perdxido de hidrogeno. HO-1 es responsable de la catalisis del complejo de la
protoporfirina 1X, produciendo biliverdina (que es rapidamente convertida a
bilirrubina por la biliverdina reductasa), CO y hierro que es secuestrado por la
ferritina®®! (Figura 17). Estos 3 productos de la catalisis presentan capacidades
citoprotectoras, mientras que el hemo libre es pro-oxidante!®?, pro-inflamatorio®>3

y pro-apoptéticot>.
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Figura 17- Reaccion catalizada por HO-1. Adaptacion?st,

HO-1 se encuentra normalmente anclada al reticulo endoplasmico (RE)

por un unico fragmento transmembrana localizado en su extremo C-terminal y el

resto de la proteina reside en el citoplasma. En el RE puede formar dimeros u

oligdmeros'®>>. Aunque distintos trabajos habian planteado la posible localizacién
nuclear de HO-11%6157 en 2007 se reporté por primera vez que, frente a

estimulos como hipoxia o tratamiento con Hemina, HO-1 es capaz de migrar al

nucleo con pérdida de la actividad enzimatica'®8. Trabajos de nuestro grupo, el

mismo afo, demostraron la presencia nuclear de HO-1 en CaP y sugerimos una
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funcién no candnica para esta proteinal4%14l, Posteriormente, se reporté que
HO-1 es clivada en su extremo C-terminal dentro de la membrana del RE por
una peptidasa tipo SPP (peptidasa del péptido sefial)'®® permitiendo asi la
translocacion al nucleo. Se demostré una correlacion entre la expresion nuclear
de HO-1 y los niveles de SPP en las lineas celulares A549 (carcinoma de
pulmon) y DU145 (CaP) y se comprobé que la translocacion nuclear de HO-1 es
mediada por esta peptidasa. La sobreexpresion de la forma clivada de HO-1 en
células HelLa (de carcinoma cervical) y H1299 (de carcinoma de pulmdn)
promovié la proliferacion celular y la invasion, procesos independientes de su
actividad enzimatica'®®. Aunque HO-1 no tiene una secuencia consenso para la
localizacion nuclear, se hallé una secuencia putativa que seria la responsable de
dicha localizacion®®®. Sin embargo, las proteinas de menos de 50 kDa pueden
difundir libremente entre nucleo y citoplasma. HO-1 nuclear presenta reducida o
nula actividad enzimatica y en su secuencia no se encuentran motivos conocidos
de unién al ADN. Sin embargo, se sabe que HO-1 puede unirse a otras proteinas
y consecuentemente activar factores de transcripcion involucrados en
proliferacién celular y proteccion frente al estrés oxidativol®®1€0 Sj bien en
nuestro laboratorio, como mencionamos anteriormente, detectamos la presencia
nuclear de HO-1 en muestras humanas de CaP y en lineas tumorales
prostaticas, no observamos el clivaje de la proteina'#%141, El grupo del Dr. Curino
demostré también la localizacién nuclear de HO-1 en carcinoma de cabezza y
cuello!®®, en gliomas'®?, en cancer colorrectal'®? y recientemente en cancer de
mamal®3. Estos autores sugieren que la localizaciéon subcelular de HO-1 puede
explicar los diferentes efectos ejercidos por esta proteina en los diferentes tipos

tumorales163,

5.2.Hemo oxigenasa 1 en cancer
Algunos resultados sugieren que HO-1 puede actuar como una enzima
protectora, disminuyendo el riesgo a desarrollar determinados tumores. Sin
embargo, mucho mas se reportd sobre su funcion pro-tumoral. Los efectos pro-
cancerigenos de la enzima estan asociados con su actividad citoprotectoral®* y
antiapoptética'®, que resulta en una sobrevida aumentada de las células
tumorales y resistencia a las terapias. Ademas, HO-1 puede actuar como un

mediador pro-angiogénico lo que favorece la vascularizacion tumoral
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aumentando el potencial metastasico!®®. Por otro lado, existen numerosos
trabajos que demuestran que la accion anti-inflamatoria de HO-1 puede resultar
en inmunosupresion, favoreciendo la progresion tumoral. Aunque en general,
HO-1 parece facilitar el crecimiento y la metastasis del tumor, los efectos
dependen del tipo de cancer®6-168, E| grupo del Dr. Curino demostré la funcién
anti-tumoral de HO-1 en tumores de mama?'®? al igual que en cancer de pulmoén
de células no pequefiast®® y cancer colorrectal'®?. Sin embargo, estos mismos
autores reportaron la accion pro-tumoral de la misma proteina en astrocitoma,
glioma, y carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello'®*. En nuestro
laboratorio, como ya mencionaramos, se reportd por primera vez la expresion
nuclear de HO-1 en carcinomas humanos de préstata naive de tratamiento y en
muestras de hiperplasia prostatica benigna (HPB)'4°. Ademas, demostramos
qgue la induccién farmacolégica y genética de HO-1, induce su translocacion
nuclear e inhibe la proliferacion, migracién e invasion in vitro y disminuye el
crecimiento tumoral in vivo4l. Demostramos que la sobreexpresion de HO-1 en
lineas celulares de CaP insensibles a androgenos disminuye la expresion y
actividad de MMP914!, metaloproteasa que cumple un rol critico en la invasién y
angiogénesis de estos tumores'’®, Por otra parte, reportamos un rol clave de HO-
1 como modulador de la angiogénesis en CaP, efecto mediado por la represion
de la via de NFkB“2, En este Ultimo trabajo se observé que al inducir HO-1
disminuye la expresién de un set de genes inflamatorios y pro-angiogénicos
como los factores de crecimiento endotelial vascular Ay C (VEGFA y VEGFC),
el factor inducible por ipoxia 1 a (HIF1a) e integrina a5B142. Asi mismo,
demostramos que HO-1 modula negativamente la actividad transcripcional del
AR interfiriendo con la sefializacion del transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3 (STAT3), apoyando la hipétesis que propone un rol adicional para
HO-1, mas alla de la degradacién del hemo!®®. HO-1 reprime la actividad del
promotor del PSA en presencia de hormona y determinamos que se asocia a
promotores génicos adjudicandole un rol como co-regulador de la
transcripcioni®, Asi mismo, nuestros hallazgos permitieron por primera vez
revelar que el supresor tumoral BRCAL, con la cooperacion de Nrf2, se une al
promotor de HO-1 e induce su expresién en lineas celulares de CaP’. En 2013,
demostramos que HO-1 participa en la metastasis 6sea del CaP, restaurando la

proliferacién de osteoblastos inhibida por las células tumorales prostaticas!?’.
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Comprobamos ademas que HO-1 es capaz de: modular vias de sefializacion
relevantes para la metastasis 6sea, como la de FoxO/B-catenina y promover la
remodelacion 6ésea cuando las células tumorales son transplantadas en el fémur
de ratones SCID*?,

Mas recientemente, reportamos que HO-1 modula las adhesiones
celulares en CaP, por aumento de la expresion de E-caderina y 3-catenina y su
posterior relocalizacion a la membrana plasmatica, favoreciendo un fenotipo mas
epitelialt’?. También, reportamos que la inducciéon de HO-1 altera la expresion
de distintos genes del citoesqueleto y se asocia a factores claves que inducen la
remodelacion de los filamentos de actina en los filopodios, aumentando la
adhesion y disminuyendo la invasividad de las células de CaP'’3. Mas aun, el
pre-acondicionamiento del microambiente tumoral con hemina, retardd el
crecimiento de tumores derivados de carcinomas de prostata
xenotransplantados en ratones singenéicos!’4.

Sin embargo, el rol de HO-1 en el CaP es controversial y distintos grupos
han reportado resultados contrarios a los nuestros'’>. En 1996, Maines y
Abrahamsson evaluaron la expresion de HO-1 en muestras de pacientes sanos
o con diversas patologias prostaticas. Ellos observaron que los niveles de HO-1
se encuentran aumentados tanto en muestras de pacientes con HPB como en
aguellos con CaP y lo asociaron con un rol positivo para la progresion de la
enfermedad, a pesar de que trabajaron con un nuimero muy limitado de
muestras'’®. Posteriormente, Alaoui-Jamali y colaboradores, mediante analisis
inmunohistoquimico de un microarray de tejido de pacientes con CaP localizado
y distintas etapas de la enfermedad revelaron un aumento significativo de HO-1
en las células cancerosas epiteliales, pero no asi en las células estromales de
CRPC comparado con CaP dependiente de hormonas y tejido benignoi’’.
Ademas, a través de un estudio clinico se comprobd que existia una diferencia
significativa en la expresion de HO-1 epitelial entre la HBP, el PIN, el CaP
localizado y el CRPC. La mayor expresion de HO-1 se detecté en CRPC y en
segundo lugar se encontraban los casos de patologias benignas. En este trabajo
solo se comprobé que la alta expresion de HO-1 junto con la delecion de PTEN
se asociaban con un pronéstico clinico adverso'’8. Cabe resaltar que la delecion
de PTEN y la fusibn TMPRSS2:ERG son marcadores de evolucion desfavorable

y/o de recurrencia de la enfermedad”®-181,
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Hipotesis

Nuestra hipétesis se basa en que HO-1, una proteina clave para el control de la
inflamacion, el estrés oxidativo y la angiogénesis, altera la expresion de factores
relevantes en la carcinogénesis prostatica, impactando sobre la interaccion entre
las células tumorales y las 0seas, y por ende afectando la progresion de la

enfermedad.

Objetivos

Objetivo general

Dilucidar el significado funcional de HO-1 en la progresion y remodelacién ésea

del cancer de préstata

Objetivos especificos

Objetivo especifico 1. Evaluar la funcion de HO-1 en la interaccién célula
prostética - célula progenitora del hueso y en el balance entre osteoblastogénesis

| osteoclastogénesis.

a) Caracterizar el efecto de la pérdida de HO-1 en la fisiologia del hueso y su
influencia en la interaccion de las células 6seas con las de CaP.
b) Determinar el rol de la induccion farmacol6gica de HO-1 en células de CaP

en su interacciéon con las células del hueso.

Objetivo especifico 2. Interactores de HO-1 implicados en la colonizacion del
nicho 6seo. Investigar el efecto de la modulacién farmacolégica de HO1 sobre
ANXA2, molécula clave en el proceso de adhesion de células de CaP al
microambiente &éseo. Analizar la relevancia clinica de ANXA2 en la

carcinogénesis prostatica.

Objetivo especifico 3. Analizar mediante estrategias proteOmicas y
bioinforméaticas el secretoma producido durante el co-cultivo indirecto entre las
células de CaP y los progenitores 0seos, a fin de identificar factores solubles

implicados en dicha interaccion.
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1. Cultivo de células

1.1.

1.2.

Lineas celulares utilizadas

PC3: Linea celular establecida de una metéstasis 6sea que proviene de
un adenocarcinoma de préstata humano®?. Es insensible a andrégenos
y no expresa PSA. Su perfil de crecimiento en hueso es osteolitico. Posee
bajos niveles endégenos de HO-1%41,

MC3T3: Linea celular de precursor osteoblastico derivada de calvaria de
ratén C57BL/6183,

Raw264.7: Linea celular de macréfago murino que tiene la capacidad de
crecer indefinidamente como un precursor de osteoclasto o diferenciarse

en osteoclastos multinucleados frente al tratamiento con RANKL184,

Condiciones de crecimiento

Las células PC3 se cultivaron en medio RPMI 1640 (Invitrogen)
suplementado con L-glutamina, bicarbonato de sodio 0,2% m/V, suero
fetal bovino 10% (SFB) y antibioticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina
100 pg/ml y anfotericina 0,5 pg/ml) en una atmosfera humeda con CO:
5%, a 37°C.

La linea celular MC3T3 se mantuvo en medio a-MEM (Invitrogen)
suplementado con SFB 10% Yy antibiéticos (penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100ug/ml y anfotericina 0,5 pg/ml) en una atmodsfera
himeda con CO2 5%, a 37°C.

La linea celular Raw264.7 se creci6 en medio DMEM (Invitrogen)
suplementado con SFB 5% vy antibiéticos (penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml y anfotericina 0,5 pg/ml) en una atmésfera
himeda con CO2 5%, a 37°C.

2. Aislamiento de PMOs
Se trabaj6é con cultivos primarios de osteoblastos de raton (PMO, Primary

Mouse Osteoblasts). Estos fueron aislados de las calvarias de 3 ratones
BALB/c Hmox1** (WT), Hmox1*" (Het) o Hmox1” (KO), de 2 meses de edad

promedio. Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo

con las normas ARRIVE. Tanto los animales WT como los genéticamente

modificados fueron provistos por el bioterio de la Universidad Otto-von

64



Guericke (Magdeburgo, Alemania) y gentilmente cedidos por la Dra. Ana C.
Zenclussen (Instituto Obstetricia y Ginecologia Experimental de la Facultad
de Medicina, Universidad Otto-von Guericke, Magdeburgo, Alemania). Las
calvarias fueron diseccionadas y lavadas en PBS estéril y se cortaron en
fragmentos de 1-2 mm?. Los fragmentos se digirieron en un bafio en agitacién
a 37°C, durante 30 min, en 3ml de medio DMEM (Invitrogen) con colagenasa
P 2 mg/ml (Roche), estreptomicina y penicilina. Se descartd la suspension
enriquecida en células del tejido conectivo y se repitié este paso. Luego los
fragmentos fueron incubados en un bafio en agitacion a 37°C, durante 30
min, en 4ml de solucion de tripsina 0,25% con EDTA 0,1% en PBS.
Posteriormente se repitid por tercera vez la digestion con colagenasa P
2mg/ml en medio DMEM (Invitrogen). Por ultimo los fragmentos se lavaron
tres veces con medio DMEM (Invitrogen) suplementado con SFB 10% y
antibidticos y fueron transferidos a una botella T75 con 10 ml de aMEM
(Invitrogen) suplementado con SFB 20% y antibiéticos (penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml) y se cultivaron en una atmaosfera hiumeda con CO2
5%, a 37°C. Luego de una semana se renovo el medio de cultivo, sin quitar
los fragmentos de calvaria para permitir que continte la migracion de los
PMOs desde los mismos hacia la placa de cultivo. Al cabo de 15 dias (en
promedio) los PMOs alcanzaron un 80% de confluencia. En ese momento las
células fueron resuspendidas incubandolas en tripsina 0,25% con EDTA
0,1% durante 5 min y mediante accion mecanica con la ayuda de un scraper.
La suspension de células se diluyd en medio aMEM (Invitrogen)
suplementado con SFB 20% y antibidticos para inactivar la tripsina. Luego, la
suspension de células fue tomada cuidadosamente de la botella original de
manera de no arrastrar fragmentos de hueso con la suspensién, y fue dividida
en dos nuevas botellas T75. Una vez alcanzada la confluencia, los PMOs
fueron nuevamente resuspendidos, contados y utilizados en los experimentos

pertinentes.

. Tratamiento con hemina

La hemina es un inductor especifico de la actividad y expresion de HO-1.
- Para preparar la solucion stock: Se pesaron 36 mg de cloruro de hemina
(SigmaAldrich) y se disolvieron en 0,4 ml de NaOH 0,5N; 0,5 ml de Tris-HCI
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IM (pH 8) y 0,1 ml de PBS. A continuacion se filtr6 para esterilizarla, se
alicuotd y se conservé a -20°C. Inmediatamente antes de su uso se realizd
una dilucion en PBS 1:100, obteniéndose una nueva solucion stock 550 uM.
Luego se diluyd en medio RPMI 1640 (Invitrogen) hasta obtener una
concentracion final 50 puM.

- Tratamiento: Se removié el medio de cultivo de las células PC3 y se les
adiciond el medio RPMI 1640 (Invitrogen) completo conteniendo hemina en

una concentracion final de 50 uM, durante 24 h.

. Co-cultivo indirecto

4.1.Co-cultivo de células 6seas con células PC3
En el inicio del experimento (dia 0) se sembraron 100.000 células PC3
en insertos para placas de seis pocillos (#353090, Becton Dickinson) los
cuales poseen en su base poros de 0,4 um en una densidad 2,0 £ 0,2 x
106 / cm2, permitiendo el paso de pequefias moléculas. Al dia siguiente
(dia 1) se traté a estas células con hemina en una concentracion final de
50 uM durante 24 h (hasta el dia 2), para inducir la expresién y actividad
de HO-1, o en condiciones control (sin agregado de hemina). En el dia 1
también se sembraron en otras placas de 6 pocillos las células 6seas
(200.000 células/pocillo para MC3T3 o PMOs; 300.000 células/pocillo
para Raw264.7). En el dia 2 se removio el medio de cultivo y se agrego
2 ml de medio correspondiente segun el tipo de célula ésea (cMEM
(Invitrogen) para MC3T3 o PMOs; DMEM (Invitrogen) para Raw264.7)
suplementado con antibiéticos y SFB 2%. A su vez, en los insertos con
las células PC3 pre-tratadas o no con hemina, se realizaron tres lavados
exhaustivos con PBS. Una vez terminados, los insertos se colocaron en
las placas donde estaban cultivadas las células 6seas y se les agreg6 2
ml de medio (aMEM (Invitrogen) para MC3T3 o PMOs; DMEM
(Invitrogen) para Raw264.7) suplementado con antibiéticos y SFB 2%.
De esta manera, ambas poblaciones celulares comparten el medio de
cultivo pero no estan en interaccion fisica directa. Como control, se
cultivaron células PC3 solas pre-tratadas o no con hemina y células
Oseas creciendo solas (en ausencia de PC3). Cada condicidn

experimental se realizé por triplicado. El co-cultivo se llevé a cabo por 24
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Pre-tratamiento de las

hy en el dia 3 se cosecharon las células para realizar distintos ensayos
(Figura 18).

Dia1 i Dia2 i Dia3

Co-cultivo

células de CaP con hemina

+ Células de CaP control

]

T

Control Células de CaP solas

i - —_. -

+ Células de CaP co-cultivadas con células 6seas
« Células 6seas co-cultivadas con células de CaP

E

Control Co-cultivo de células de

! CaP/células dseas

Hemina Células de CaP pre-
1 tratadas con hemina

« Células de CaP pre-tratadas con hemina

f

b —

Co-cultivo de células de CaP pre-
tratadas con hemina/células éseas

« Células de CaP pre-tratadascon
i hemina,co-cultivadas con células 6seas
i+ Células 6seas co-cultivadas con células de
! CaP pre-tratadas con hemina

it

+ Células 6seas control

|

Células dseas solas

Figural8. Disefio experimental del co-cultivo. Esquema de los pasos realizados desde
el dia 1 donde se plaquean las células Gseas y se realiza el pre-tratamiento con hemina (50uM;
24h) de las células tumorales, hasta el dia 3 donde se cosechan las células.

5. Analisis de la expresion génica a nivel transcripcional.
5.1.Purificacién del ARN total.

Para la purificacién de ARN total se utilizé el reactivo Quick-Zol® (Kalium
technologies, Argentina) como lo detalla el fabricante con algunas
modificaciones. Las células se crecieron en placas de Petri de 100 mm o
60 mm y se realizaron los tratamientos correspondientes de acuerdo a
cada experimento. Al momento de cosechar las células se descart6 el
medio de cultivo y se realizaron dos lavados con 4 ml de PBS. Luego, se
recolectaron las células utilizando una espatula y 500 pl de Quick-Zol®;
la suspension celular se homogeneizdé completamente por pipeteo y se
incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Luego se afadieron 100
pl de cloroformo, se mezclé enérgicamente con vortex durante 15 sy se
incub6 a temperatura ambiente durante 2-3 min. Para acelerar la
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5.2.

5.3.

separacion de fases se centrifugo a 12.000 rpm a 4°C durante 15 min. La
fase acuosa superior, que contiene el ARN, se transfirié a un nuevo tubo.
El ARN se precipité con 250 pl de isopropanol por cada 500 ul de Quick-
Zol incubando a -20 °C durante 30-40 min. Se centrifug6 a 12.000 rpm a
4°C durante 10 min, se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con
1 ml de etanol 75%. Se centrifugd a 7.500 rpm a 4°C durante 5 min y se
removio el sobrenadante. Para eliminar las trazas remanentes de etanol,
el pellet se secd a 50°C durante 3 min, se resuspendio en 30 ul de H20
libre de RNAsas y se rehidrat6 incubando 10 min a 55 -60°C. EI ARN total
extraido se conservOo a -80°C hasta su utilizacion en reacciones de

transcripcion reversa.

Cuantificacion del ARN

La concentracion del ARN total obtenido se midi6 mediante absorbancia
a 260 y 280 nm utilizando un Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, USA).
Si la concentraciéon del ARN era mayor a 1 ug/pl con una pureza
(A260/A280) mayor a 1,7 se procedio a la retro- transcripcion para la
obtencion del ADN copia (ADNCc).

Preparacion del ADNc: Transcripcion reversa o retrotranscripcion
(RT)

El ADNc se sintetizo a partir del ARN total mediante la transcripcion
reversa o retrotranscripcion (RT) utilizando el kit RevertAid RT®
(Fermentas, Thermo Fisher Scientific, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se incub6 1 - 2 ug de ARN total con Oligo
dT y agua libre de RNAsas hasta un volumen final de 12 pl. Se
desnaturalizaron las muestras a 65°C durante 5 min. Luego se agrego la
mezcla de reaccién obteniendo asi una solucion final con buffer de
reaccion 1X, dNTPs 0,5 mM, inhibidores de RNAsas 1 U/ul y
transcriptasa reversa 10 U/ul. Se incubd durante 60 min a 42°C. La
reaccion se inactivo a 70°C durante 5 min. El ADNc obtenido se utilizo en
reacciones de PCR en tiempo real (QPCR) o se conservo a -20°C. Como
control se realiz6 el mismo protocolo pero sin el agregado de la enzima

transcriptasa reversa (NoRT).
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5.4.Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa
(QPCR)
El ADNc se amplificé por gPCR utilizando el kit Tag DNA Polimerasa
Pegasus (PBL, Argentina). Se amplificé 1,8 ul de una diluciéon 1:30 del
ADNCc obtenido en la RT, en una mezcla de reaccion conteniendo el buffer
de reaccion 1X; MgClz 2 mM; primers especificos 0,3 uM (Integrated DNA
Technologies Inc., USA); dNTPs 0,2 mM; 1% de SYBR greeny Tag DNA
polimerasa recombinante 0,03 U/ul en un volumen final de 15 pl.
Los primers utilizados se disefiaron con la herramienta web Primer Blast
(NCBI, USA), se testearon con el UCSC Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/). En la Tabla 1 se encuentran las secuencias de
los primers especificos para cada gen analizado.
La reaccion de PCR se llevo a cabo en el aparato Stratagene MX3000P
(Agilent Technologies, USA). El programa de amplificacion se detalla a

continuacion:

= 93°C por 3 min

= 40 ciclos: 93°C 20 seg
T°annealing 20 seg
72°C 20 seg

Lectura de fluorescencia

= Curva de melting: de 65 a 93°C, midiendo fluorescencia cada
0,2°C

Cada reaccion de gPCR se realiz6 por triplicado y cada experimento se repitié al

menos dos veces. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el método de
2-AACT 185_

69



Especie  Primer Fw (5>3’)

Gen Primer Rv (5’>3’) TO an.
36b4 Murino AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT CCGCAGGGGCAGCAGTGGT 60°C
Hmox1 Murino AAGAGGCTAAGACCGCCTTC GCATAAATTCCCACTGCCAC 60°C
Runx2 Murino CCGCACGACAACCGCACCAT AGGCATTTCGGAGCTCGGCG 60°C
Rankl Murino ATGGAAGGCTCATGGTTGGATG AAGAGGACAGAGTGACTTTATGGG 60°C
Casfl Murino CAACAGCTTTGCTAAGTGCTCTA | CACTGCTAGGGGTGGCTTTA 60°C
-6 Murino CTGCAAGAGACTTCCATCCAGTT | GAAGTAGGGAAGGCCGTCG 60°C
Opg Murino TGCTAATTCAGAAAGGAAATGC TGGTATAATCTTGGTAGGAACAG 58°C
Opn Murino TCTCTTGGCTGAATTCTGAGG CTATAGGATCTGGGTGCAGGC 60°C
Collal Murino CATGTTCAGCTTTGTGGACCT GCAGCTGACTTCAGGGATGT 60°C
Rank Murino CACACACTGTCGGAGGTAGGAG | CCAGGAGAGGCATTATGAGCATC 65°C
Anxa2 Murino AGGGAGGCTCTCAGCGATAC TAGGCACTTGGGGGTGTAGA 65°C
Plau Murino CCAAAGAACCTGAAAATGTCCG ACAGATAAGCGGTCCTCCAGA 60°C
PPIA Humano | GGTATAAAAGGGGCGGGAGG CTGCAAACAGCTCAAAGGAGAC 60°C
HMOX1 Humano | ACTGCGTTCCTGCTCAACAT GGGGCAGAATCTTGCACTTT 60°C
IL8 Humano | CGTGGCTCTCTTGGCAGCCTTC | TGCACCCAGTTTTCCTTGGGGTC 60°C
IL6 Humano | GGTACATCCTCGACGGCATCT GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC 60°C
PTHrP Humano GTCTCAGCCGCCGCCTCAA GGAAGAATCGTCGCCGTAAA 60°C
OPG Humano GAAGGGCGCTACCTTGAGAT GCA AACTGTATTTCGCTCTGG 59°C
ANXA2 Humano | ATATTGCCTTCGCCTACCAG AGAGAGTCCTCGTCGGTTCCC 65°C
ANXA2R | Humano | GGCAAAACGGACTCTCTCCT GAGTCTGTCGGGTTCCTCTG 63°C
PLAU Humano TCTGCCTGCCCTCGATGTAT GTGGTGACTTCAGAGCCGTAG 62°C

Tabla 1- listado de las secuencias de los primers empleados para el estudio transcripcional de diferentes
genes de interés. En todos los casos se muestra el nombre del gen, la especie, las secuencias de cada
primer en sentido 5’ a 3’ y la temperatura de annealing empleada. Para referirse a los genes humanos y
murinos se siguié la nomenclatura establecida por Guidelines for Human Gene Nomenclaturel® vy
Guidelines for Nomenclature of Genes, Genetic Markers, Alleles, and Mutations in Mouse and Rat!®7,

respectivamente.
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6. Andlisis de los niveles de proteinas

6.1.

6.2.

6.3.

Extraccion de proteinas

Se lavaron las placas tres veces con PBS en presencia de inhibidores de
proteasas y fosfatasas (PMSF 10 mM y NaF 0,5 uM) y se cosecharon
con espatula con el agregado de PBS y los inhibidores. Luego se
centrifugd a 1.000 rpm, durante 5 min, a 4°C y el pellet celular se
resuspendio en buffer RIPA [Tris HCI 50 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA
20 mM pH 8; Deoxicolato de Sodio 1%; SDS 0,1%; Tritdbn X-100 1%)
conteniendo inhibidores de fosfatasas (NaF 0,5 uM; ortovanadato 0,8
mM) e inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, SIGMA-
ALDRICH). Se incub6 en hielo durante 20 min y se centrifugd a 12.500
rpm (20 min, 4°C). El sobrenadante conteniendo las proteinas totales se

conservo a -80°C.

Medicion de la concentraciéon de proteinas

Se determind la concentracién proteica usando el método del acido
bicinconinico (BCA, BCA 98% y CuS0O4 2%; Sigma-Aldrich). La curva
estandar se realiz6 utilizando cantidades conocidas de sero-albdmina
bovina (BSA) disuelta en buffer de lisis RIPA. En una placa de 96 pocillos
se sembraron diluciones de cada concentracion para realizar la curva de
BSAy 1 ul de las correspondientes diluciones de muestra. Se agregaron
200 pl de BCA y se incub6 en oscuridad 30 min a 37°C. Se determiné la
absorbancia a 570 nm en un lector de placas (BIORAD Microplate

Reader, Benchmark).

Electroforesis en gel de poliacrilamida y deteccion por Western blot
Una vez determinada la concentracion de proteinas de las muestras,
éstas se diluyeron con buffer de siembra (Tris-HCI 10 mM pH 8, SDS 1%,
Glicerol 4%, Sacarosa 0,146 M, una punta de espatula de azul de
bromofenol y DTT 10 mM & B-mercaptoetanol 1%) y con buffer de lisis
RIPA a una concentracion final de 2 pg/ul. Luego se calentaron durante
5 min, a 95°C y una alicuota del lisado que contenia 60 ug de proteinas
se resolvioé en un gel de poliacrilamida 12%. Los geles se armaron con

Tris 0,4 M (pH 8,8); Acrilamida/Bisacrilamida 12%; SDS 0,1%; APS 0,1%
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y TEMED 0,24% (v/v). Las muestras de proteinas se resolvieron en una
cuba de electroforesis (BIORAD POWERPAC Basic) a 80 V hasta que
las uestras entraron en el gel concentrador [Tris 0,128 M (pH 6,8); SDS
0,1%; Acrilamida/Bisacrilamida 3,85%; APS 0,1% y TEMED 0,2 % (v/V)]
y luego a 100 V en buffer de electroforesis (Tris 25 mM; Glicina 192 mM;
SDS 0,1%). Se corrié en paralelo a las muestras un marcador de peso
molecular (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas).
Luego las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(BIORAD POWERPAC Basic) durante 1 h a 250 mA en buffer Towbin
(Tris 25 mM; Glicina 192 mM; SDS 0,1% pH 8,3) suplementado con 20
% de metanol. Para realizar la deteccion de las proteinas se comenzo6
bloqueando los sitios inespecificos con leche descremada en polvo o
BSA 4% en TBS-T (NaCl 150 mM; KCI 2,68 mM; Tris base 24,7 mM,;
0,05% de Tween-20; pH 7,4) en agitacién durante 1 h a temperatura
ambiente. Luego las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron
en agitacion suave a 4°C durante 16 h con los diferentes anticuerpos
primarios diluidos en TBS-T y BSA 0,4%: Annexina A2 monoclonal de
conejo (1:2000) (#8235; Cell signaling Tech.) o actina-B policlonal de
raton (1:2000) (Sigma-Aldrich). Luego se realizaron 3 lavados de 10 min
con TBS-T y las membranas se incubaron con los anticuerpos
secundarios anti conejo (1:5000) o anti raton (1:5000), segun el
anticuerpo primario utilizado, acoplados a peroxidasa y diluidos en TBS-
T, durante 1 h a temperatura ambiente. Luego las membranas se lavaron
3 veces durante 10 min con TBS-T. Para visualizar las proteinas se utilizé
el kit de deteccion ECL (Amersham Pharmacia), basado en la produccién
de quimioluminiscencia como consecuencia de la digestion de un
sustrato de la enzima HRP. Alternativamente, la deteccion se realizé con
ECL no comercial mezclando 1,5 ml de Reactivo 1 (luminol 29,7 mM; Tris
68,4 mM pH 8), 1 ml de Reactivo 2 (4-iodofenol 18,2 mM; Tris 10,4 mM
pH 8), 100 ul de Tris 1M (pH 6,8) en un volumen final de 20 ml y
agregando en el momento de usar 5 pl de H202 de 30 volumenes. La
visualizacion de las bandas se realiz6 con el analizador de imagenes

Phosphoimager® (Fuji Photo Film Co. Ld., Cypress, CA). Las bandas se
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cuantificaron por densitometria utilizando el programa Image J y los

resultados de normalizaron con -actina.

7. Ensayo de inmunofluorescencia

Para realizar el ensayo de inmunofluorescencia en las células Raw264.7, se
coloco en los pocillos un cubreobjetos antes de sembrar las células en las
placas (previo al co-cultivo) para que las mismas crecieran adheridas a éste.
Una vez finalizado el co-cultivo, se lavaron los pocillos 3 veces con PBS y las
células fueron fijadas con metanol por 20 min a 4°C. Se realizaron otros 3
lavados y las células se permeabilizadas con triton 0,1% (V/V) en PBS por 5
min a temperatura ambiente. El bloqueo se llevé a cabo incubando las
muestras con una solucion de BSA 3% (P/V) durante 1 h, a temperatura
ambiente, en camara humeda. Luego se les agregd el anticuerpo contra
Anexina A2 (#8235; Cell signaling Tech.; dilucion 1:200 en PBS-BSA 3%j;
40ul/vidrio) y se dejaron en camara humeda durante toda la noche a 4°C. Los
controles negativos se realizaron incubando a las muestras con PBS en
ausencia del anticuerpo primario. Al finalizar esta incubacion se hicieron 3
lavados con PBS durante 10 min y se procedié a incubarlos durante 1 h a
temperatura ambiente, en oscuridad, con el anticuerpo secundario especifico
conjugado con un fluoréforo (rojo, Alexa flior 647, Molecular Probe
Invitrogen) en PBS-BSA 1%. Se hicieron 3 lavados con PBS durante 10 min
y se montaron usando Mowiol como medio de montaje, mas Dapi (4 ',6-
diamino-2-fenilindol) para tefiir los nicleos. Las muestras se analizaron en el
microscopio Olympus IX71 con un objetivos de inmersiéon en agua UApo
40XW 1,5 AN (Olympus). Las imagenes fueron adquiridas con una camara
Hamammatsu Orca-CCD C4742-95 utilizando el software Andor 1Q y
procesadas con el software Image J.

8. Determinacion de la concentracién de Ca? en medios condicionados
Para la determinacion de los niveles de Ca?* en los medios condicionados
se utilizé el kit Ca-Color AA® (Wiener lab.). En el protocolo empleado, 12,54l
de la muestra (o patrén estandar, o agua) se mezclaron en 500ul de una
soluciéon compuesta por partes iguales de los reactivos “A” y “B” en tubos

eppendorf® de 1,5ml, y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente.
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9.

10.

Posteriormente se sembraron 150l de cada tubo en pocillos de placa de 96
pocillos, por triplicado, y se midi6 absorbancia a 570nm. Para la curva
estandar se hiecieron 5 diluciones seriadas al %2 a partir de la solucion patrén
(10mg/dl). Para todos estos ensayos, se realizaron los experimentos de co-

cultivo en medio de cultivo sin rojo fenol, ya que interfiere en la medicion.

Andlisis de especies reactivas del oxigeno por citometria de flujo

Una vez finalizado el co-cultivo, los PMOs vy las células PC3 se lavaron dos
veces con PBS y se incubaron con la sonda 5,6-clorometil-2” 7" -diclorodihidro-
fluoresceina diacetato (CM-H2DCFDA, Invitrogen) preparada en medio de
cultivo RPMI sin rojo fenol durante 1 h a 37°C en oscuridad (a partir de este
momento siempre se trabajé en oscuridad). Luego se lavaron las células, se
tripsinizaron y se agregé RPMI sin rojo fenol con SFB10% para detener la
tripsinizacion. Se pasaron las muestras a Eppendorfs, y se centrifugaron a
1.000 rpm durante 10 min, se lavaron con PBS y se centrifugaron
nuevamente a 1.000 rpm otros 10 min. El pellet obtenido se resuspendio en
300 ul de PBS. La distribucion de la poblacién celular se analizé6 mediante
citometria de flujo (Attune™ NxT Flow Cytometer, Thermo Fisher Scientific)
en el canal de FITC (EXEm: 495 nm/519 nm), y los resultados se analizaron

con el software FlowJo 8.7.

Ensayos de inmunohistoquimica

El estudio se realiz6 sobre un microarreglo de tejidos (TMA) de origen
comercial (PR8011a; US Biomax inc.), donde estan representadas diferentes
patologias prostéaticas (adenocarcinoma: 32; metastasis: 2; hiperplasia: 26;
inflamacion cronica: 6; tejido adyacente al tumor: 6; glandula normal: 8). Los
cortes se desparafinaron con xileno y con tolueno, se hidrataron con etanol
en concentraciones decrecientes y finalmente con agua destilada. La
actividad de la peroxidasa enddgena se bloqueé con H202 durante 10 min.
Luego se realizaron lavados con PBS y se bloquearon los sitios inespecificos
con BSA 2% en PBS durante 20 min. La recuperacion de antigenos se llevo
a cabo con microondas (750W, 3 veces durante 1 min) en buffer citrato de
sodio 10 mM (pH 6). Las muestras se incubaron con el anticuerpo especifico

contra Anexina A2 (#8235; Cell signaling Tech) durante toda la noche a 4°C
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11.

en camara himeda. Los controles negativos se realizaron incubando a las
muestras con PBS en ausencia del anticuerpo primario. Al dia siguiente se
lavaron y se detecto la sefial del anticuerpo primario utilizando el kit para
inmunohistoquimica LSAB + DAKO Peroxidasa (HRP) (Agilent). Las
muestras se incubaron con un segundo anticuerpo anti IgG biotinilado por 30
min y por ultimo con estreptavidina conjugada con peroxidasa por otros 30
min. La reaccién peroxidasa con el cromogeno 3,3 -diaminobencidina (DAB)
formé un precipitado marron en el sitio de unién del antigeno con el
anticuerpo. La contratincion fue realizada con hematoxilina y montados en
forma definitiva con balsamo para su posterior evaluaciéon. Los preparados
fueron analizados por el patélogo, Dr. Roberto Meiss (Academia Nacional de
Medicina). La evaluacion de los resultados se realizé sefialando la presencia
(positivo) o ausencia (negativo) de la marcaciéon y en los casos positivos,
clasificando la intensidad se clasific6 como leve (+), moderada (++) o intensa
(+++), especificando la localizacién celular de la misma y la localizacion

tisular de las células positivas.

Histomorfometria

Se diseccionaron los fémures de ratones de la cepa BALB/c Hmox1**,
Hmox1*- 0 Hmox1’ de 2 meses de edad. Los huesos se fijaron en formalina
4% tamponada (pH:7,4) por 24h, luego se lavaron con PBS y fueron
guardados en etanol 70% hasta su procesamiento para analisis
histomormofétricos (cita paper hueso). Las muestras fueron tratadas
siguiendo protocolos estandarizados por el Bone Histomorphometry Core
Laboratory, MD Anderson Cancer Center (dirigido por la Dra. Nora Navone y
a cargo de Michael Starbuck), donde se realizaron las histomorfometrias. Las
muestras fijadas fueron deshidratadas, embebidas en resina plastica de
metilmetacrilato, y cortadas en secciones consecutivas de 5 um de espesor,
las cuales fueron tefiidas con azul de Toluidina para el estudio de
Osteoblastos, 0 TRAP/Hematoxilina para osteoclastos. Las mediciones se
realizaron en dos secciones separadas por una distancia de 40 um, y los
datos fueron agrupados. La region de interés se localizaba en la metafisis
distal del fémur (comenzando aproximadamente a 150 um del plato de

crecimiento y extendiéndose a 1,3 mm hacia la diéfisis. El area de medicion
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excluyo la region de 150 um adyacente al hueso cortical. Para las muestras
tefiidas con azul de Toluidina, todas las longitudes de la superficie enddstica
del hueso esponjoso se midieron y clasificaron como superficie osteoide
(OS), o superficie con osteoblastos (Ob. S) en presencia o ausencia de
osteoide. Para superficies identificadas como Ob. S, los osteoblastos
individuales fueron contados y los datos se agruparon. Todas las otras
superficies fueron consideradas quiescentes. Para las muestras con tincion
para TRAP, tanto la superficie con osteoclastos (Oc. S.) y/o la superficie
erosionada (ES) fueron identificadas y se midi6 su longitud. En las superficies
identificadas como Oc. S., se contaron los osteoclastos (células
multinucleadas, positivas para TRAP). La superficie que era rugosa y de
aspecto festoneado, ya sea con o sin la presencia de osteoclastos, se
clasifico como ES. Se obtuvieron una serie de mediciones basicas, tales
como numero de células, longitudes, areas y distancias. Estas mediciones se
transformaron en parametros histomorfométricos, los cuales proporcionan

informacion sobre la estructura ésea (parametros estéaticos) (Tabla 2).

Parametro ADre O
Parametros estructurales
Volumen de hueso (%) BV/TV
(Bone volume/Tissue volume (%))
Densidad de la superficie 6sea (mm™) BS/TV
(Bone Surface/Tissue volume (mm-1))
Espesor trabecular promedio (um) Th.Th
(Trabecular thickness (um))
Densidad de hueso trabecular (mm-) Th.N
(Trabecular number (mm-1))
Distancia promedio entre trabeculas (mm) Th.Sp

(Trabecular separation (mm))

Parametros estaticos de formacion

Superficie de osteoide (%) 0OS/BS
(Osteoid surface/bone Surface (%))
Superficie con osteoblastos (%) Ob.S/BS
(Osteoblast surface/Bone surface (%)
NUm. de osteoblastos por area analizada total (#/mm?) N.Ob/T.A
(Osteoblasts/Total area (#/mm?))
NUum. de osteoblastos por perimetro de hueso (#/mm) N.Ob/B.Pm
(Osteoblasts/Bone perimeter (#/mm))
NUm. de osteoblastos por perimetro de osteoide (#/mm) N.Ob/O.Pm
(Osteoblasts/Osteiod perimeter (#/mm))
Superficie de osteoide con osteoblastos (%) Os(Ob+)/BS

(Osteoid surface lined with osteoblast/Bone surface (%))
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Pardmetros estéticos de resorcion
NUm. de osteoclastos por area analizada total (#/mm?2) N.Oc/T.A
(Osteoclasts/Total area (#/mm?2))
NUm. de osteoclastos por perimetro de hueso (#/mm) N.Oc/B.Pm
(Osteoclasts/Bone perimeter (#/mm))
NUm. de osceoblastos por perimetro de hueso (#/mm) N.Oc/B.Pm
(Osteoclasts/Bone perimeter (#/mm))
Superficie erosionada (%) ES/BS
(Eroded surface/bone Surface (%))
Superficie con osteoclastos (%) 0c.S/BS
(Osteoclast surface/Bone surface (%)
Superficie erosionada con presencia de osteoclastos (%) ES(Oc+)/BS
(eroded surface lined with osteoclast/Bone surface (%))

Tabla 2- Parametros histomorfométricos analizados.

12.Espectrometria de masa

Con el fin de analizar/detectar proteinas secretadas tanto por las células tumorales
como las 6seas hacia el medio de cultivo, realizamos un estudio proteémico de los
medios condicionados (MC) provenientes del co-cultivo entre células PC3 y células
Raw264.6. Una vez finalizado el experimento de co-cultivo, se colectaron los MC
para cada condicién experimental, se centrifugaron (10min, 2000 rpm) y se pasaron
a un tubo limpio, para limpiarlos de células o residuos celulares remanentes. Luego
fueron concentrados por centrifugacion en columnas (vivaspin® 20 Polyethersulfone;
cut off >10 kDa; #vVS2001; Sartorius, Argentina). Una vez concentrados, se lavaron
con PBS (3 veces) en las mismas columnas, y finalmente se cuantificaron las
proteinas por el método de BCA.

Para la identificacion de proteinas, los MC se sometieron a digestion protéica y
analisis por Espectrometria de Masa, llevado a cabo en el Centro de Proteémica
CEQUIBIEM, en la Universidad de Buenos Aires/CONICET de acuerdo con el
siguiente protocolo: Las muestras protéicas fueron reducidas con ditiotreitol (DTT)
en 50mM de bicarbonato de aminio a una concentracion final de 10mM (45 min,
56°C) y alquiladas con iodoacetamida en el mismo solvente a una concentracion
final de 20mM (40 min, T° amb, en oscuridad).

Las muestras digeridas fueron analizadas por nanoLC-MS/MS en un Espectrémetro
de Masa QExactive (Thermo Scientific), acoplado a nanoHPLC EASY-nLC 1000
(Thermo Scientific). Para el andlisis de LC-MS/MS, se inyectaron 2 ug de péptidos
en una columna de fase reversa (C18, 2um, 100A, 50um x 150mm) Easy-Spray
Column PepMap RSLC (P/N ES801) adecuada para separar complejos protéicos
con un alto grado de resolucién. Se realizé una corrida de 120 minutos, con un flujo
de 300 nL/min y un gradiente de 7% B (5min) a 35% (120min). El solvente A fue

0,1% de &cido formico en agua mientras que el B fue 0,1% de acido férmico en
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acetonitrilo. El volumen de inyeccion fue de 2uL. Se utilizé un voltaje de 3,5 kV para
la ionizacion por Electro Spray (Thermo Scientific, EASY-SPRAY). El equipo de MS
posee una celda de disociacion de alta colision (HCD) para fragmentacion y un
analizador Orbitrap (Thermo Scientific, Q-Exactive).

La adquisicion de los datos se realiz6 usando el software XCalibur 3.0.63 (Thermo
Scientific) y el equipo se configuré6 de manera que permita la identificacion de
péptidos al mismo tiempo de su separacién cromatografica. Los espectros de masas
de barrido completo fueron adquiridos en el analizador Orbitrap. El rango de masas
escaneado fue 400-1800 m/z, con una resolucion de 70000 a 400 m/z, y los doce
iones mas intensos en cada ciclo fueron subsecuentemente aislados, fragmentados
por HCD y medidos en el analizador Orbitrap. Los péptidos con una carga de +1 o
con un estado de carga no asignada se excluyeron de la fragmentacion para MS2.
Las muestras obtenidas por MS/MS fueron analizadas utilizando Proteome
Discoverer (version 2.1.1.21; Thermo) que utiliza el motor de bisqueda Sequest,
contra proteinas de Homo Sapiens y Mus musculus presentes en la base de datos
proteica de Uniprot , simulando la digestién con tripsina, y como modificaciones post
traduccionales se utilizaron la carbamidometilacion de cisteinas (fija) y la oxidacion
de metioninas (variable). La blusqueda se realiz6 con una tolerancia de masa de
fragmento de 0,05 Da y una tolerancia de ion parental de 10 ppm. La identificacién
de péptidos se realiz6 con una probabilidad de falsos positivos (false discovery rate
0 FDR calculado con una base de datos decoy concatenada) menor al 1%.

13.Andlisis bioinformatico
Las redes de interaccion se realizaron utilizando el programa Cytoscape

version 3.2.1.

13.1. Meta analisis utilizando multiples bases de datos de pacientes con
CaP
13.1.1. Andlisis de expresion de ANXA2 en diferentes tejidos basado
en plataformas el linea: Oncomine
Se utilizé la plataforma Oncomine!®, que contiene 715 sets de datos de
microarrays de pacientes con PCay 68 tipos de tumor, para identificar los
microarrays de expresion que compararan la expresidon en

adenocarcinoma prostatico vs. glandula prostatica.
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Criterios de seleccion:

i) Provenir de tumores humanos.

i) Comparar adenocarcinoma prostatico vs. glandula prostatica normal.
iii) Diferencias en los niveles de expresion entre ambas muestras con un
P<0,05.

iv) Aumento o disminucion en la expresion génica mayor o igual a 1,5
veces (fold change) y/o que el gen estudiado estuviese entre el 10% de
los genes con mayor cambio de expresion entre los trabajos considerados

(gene rank).

En algunos casos, aquellos trabajos en los cuales el fold change <1,5 o
gene rank >10%, fueron incluidos en el andlisis siempre que el valor
P<0,05.

Andlisis:

Para cada trabajo se asigndé un valor “gene rank” para ANXA2 que
corresponde al ranking que ocupa dicho gen en el array analizado de
acuerdo a su expresion, y un “median rank” correspondiente a la mediana
del “gen rank” del gen estudiado entre todos los arrays estudiados. Los
resultados obtenidos en Oncomine fueron validados con la literatura

citada en cada resultado.

13.1.2. Anédlisis de expresion de ANXA2 en diferentes tejidos basado
en sets de datos publicos

Para estudiar la expresiéon de ANXA2 en muestras de tejido provenientes

de pacientes con CaP, se seleccionaron dos set de datos de acuerdo al

siguiente criterio:

i) Estudios con informacién de expresion génica en muestras de CaP

primario y tejido normal adyacente.

i) Estudios con informacién de expresion génica en muestras de CaP

primario y metastasis.

iii) Estudios con un nimero mayor a 60 muestras.

iv) Estudios publicados y disponibles en repositorios publicos.

79



13.1.2.1. Se utilizé el dataset del Proyecto Adenocarcinoma Prostatico
de The Cancer Genome Atlas (TCGA-PRAD*®%) que cuenta con
informacion sobre la expresion génica de 500 muestras de CaP
y tejido normal adyacente, medido por secuenciacion masiva

(lluminaHiSeq).

13.1.2.2. Nelson Lab, Fred Hutchinson CRC (GSE74685)%, que
cuenta con informacion de expresion para 171 muestras de
tumor primario o metastasis a diferentes sitios provenientes de
63 pacientes con CaP, medida por microarray en la plataforma
“Agilent 44K”.
Para el analisis estadistico de la expresion de ANXA2 en los diferentes
tejidos se utilizaron las herramientas estadisticas “InfoStat” (Version 2018)
o “GraphPad Prism 5”. La significancia estadistica de la diferencia de
expresion entre tejidos se calcul6 mediante la prueba t de Student. Se
consideraron como significativas aquellas diferencias con valor p<0,05.

13.1.3. Andlisis de la sobrevida general y libre de recaida en relacién
alos niveles de expresién génica

Para estudiar el impacto de la expresion de ANXA2 y PLAU en la

sobrevida general y libre de recaida de pacientes, se seleccionaron dos

set de datos de acuerdo al siguiente criterio:

i) Estudios con informacion de expresién génica en muestras de CaP

primario.

i) Estudios con informacion de sobrevida (total o libre de recaida) para los

pacientes de los cuales provienen las muestras.

iil) Estudios con un nimero mayor a 60 muestras y con un seguimiento

mayor a 5 afos.

iv) Estudios publicados y disponibles en el repositorio de datos GEO (Gen

Expression Omnibus!®?).
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Analisis:

13.1.3.1. Swedish Watchful Waiting Cohort (GSE16560)'°? que
cuenta con informacion de 281 pacientes con CaP libres de
tratamiento y seguimiento clinico a 30 afios, incluido el tiempo
de sobrevida total de los pacientes. Se midi6 la expresion de
6100 genes a partir de muestras obtenidas por reseccion
transuretral prostatica. El set de datos cuenta con la informacion
clinica para cada paciente y su panel de expresion génica
medida por microarray en la plataforma “lllumina GPL5474

Human 6k”.

13.1.3.2. Ross-Adams 2015 VALIDATION COHORT (GSE70769)%3
que cuenta con informacion de 94 pacientes con CaP sometidos
a prostatectomia radical y seguimiento clinico a 6 afos, incluida
informacion de recaida (recurrencia bioquimica). Se midié la
expresion de 31.000 transcriptos mediante 47.000 sondas
utilizando la plataforma “lllumina HumanHT- 2 V4.0” en las
muestras tumorales.
Utilizando estos conjuntos de datos, los pacientes se estratificaron en dos
grupos segun su la alta o baja expresion del gen de interés con la
herramienta “cutoff finder"®, que utiliza el método del valor p minimo para
encontrar el punto de corte éptimo en una variable continua. Se utilizo el
dataset de Sboner para comparar la sobrevida total entre pacientes con
alta o baja expresion para cada gen, y el set de datos de Ross Adams

para comparar el tiempo de recaida luego de la prostatectomia.

Utilizando el software de estadistica y analisis de datos “STATA”, se
generaron las curvas de Kaplan-Meier. Para determinar la diferencia
estadistica entre las curvas generadas se utilizo la prueba de log Rank.
Para los andlisis univariado y multivariado de los factores prondsticos se
aplicé de riesgo proporcional de Cox (Hazard Ratio). Se consideraron

como significativas aquellas diferencias con valor p<0,05.
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13.1.4.Estudio de la expresion proteica en CaP por
inmunohistoquimica en bases de datos publicas

Utilizamos la base de datos publica “THE HUMAN PROTEIN ATLAS"1%

para analizar los perfiles de expresion de ANXA2, en muestras de tejido

de prostata normal y de adenocarcinoma de prOstata por medio de

inmunohistoquimica (IHQ). Esta plataforma presenta un mapa basado en

inmunohistoquimica de perfiles de expresion proteica en tejidos normales,

cancer y lineas celulares.

14.Analisis estadistico.

Todos los resultados se muestran como la media + desvio estandar de al menos
3 experimentos independientes. A menos que se especifique lo contrario, la
significancia estadistica se determino mediante la prueba de hipotesis de analisis
de la varianza (ANOVA) seguido de un analisis de Tukey con un umbral de
p<0.05 (*), p<0.01(**) and p<0.001 (***).
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Resultados



1. Caracterizacion morfélogica, genética y fisiolégica a nivel 6seo de
animales BALB/c Hmox1 **: *-: -,

HO-1 cumple un papel importante durante la diferenciacion de células
madre de médula 0sea, regulando la osteoblastogénesis y la resorcion dsea.
Vanella y colaboradores demostraron que la expresion de HO-1 regula
positivamente la diferenciacion de osteoblastos, lo cual estd asociado con una
reduccién en los niveles de ROS'°, Por otro lado, la induccién de HO-1 por
hemina hace que los precursores de osteoclastos no respondan a los factores
de diferenciacion CSF-1 y RANKL al disminuir sus receptores c-fms y RANK
respectivamente, regulando negativamente la osteoclastogénesis tanto in vitro

como in vivol9’,

Previamente en nuestro laboratorio comprobamos mediante el uso de un
sistema de co-cultivo de células PC3 con cultivos primarios de osteoblastos de
raton (PMOs), que la disminucién de la proliferacion de los PMOs inducida por
las células tumorales se restauraba cuando éstas eran pre-tratadas con el
inductor farmacolégico de HO-1 (hemina). El tratamiento con hemina indujo la
expresion de la proteina 1 relacionada a Dickkopf (DKK-1; inhibidor de la via de
Wnt/B-catenina critica en la remodelacion 6sea) en las células PC3 co-cultivadas,
redirigiendo a 3-catenina hacia la via de FoxO en los osteoblastos y activando la
transcripcion de factores involucrados en la resolucién del estrés oxidativo.
Ademas, cabe destacar que la inoculacion intra-6sea de células de PCa que
sobre-expresan de manera estable HO-1 (PC3HO-1) produjo una robusta
remodelacion 6seal?”19, En conjunto, estos hallazgos sugieren que HO-1 es un
factor clave para el control de la inflamacion, el estrés oxidativo y la
angiogénesis, que altera el microambiente tumoral impactando sobre la

progresion 6sea del PCa.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos evaluar el efecto
de la deficiencia de HO-1 sobre: 1) el metabolismo 6seo. Para ello utilizamos
huesos de de ratones BALB/c Hmox1 +/+ (WT); +/- (Het); -/- (KO) sobre los que
realizamos analisis histomorfométricos; 2) la interaccion con las células
tumorales prostaticas. Para ello utilizamos PMOs aislados de las calvarias de los
mismos animales WT, Het y KO para Hmox1, y evaluamos la expresion de genes

implicados en la tumorigénesis y remodelacion 0sea.
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En primer lugar se realiz6 un analisis histomorfométrico de los fémures de
los distintos animales, con el fin de caracterizar el modelo de estudio y evaluar
si las diferencias genéticas respecto de Hmox1 se traducian en alteraciones en
la fisiologia y por ende en la morfologia del tejido 6seo. Se extrajeron fémures
de los animales con los diferentes genotipos, los cuales fueron fijados,
embebidos en parafina y cortados en secciones en sentido longitudinal. Sobre
los mismos se realiz6 una tincion con Azul de Toluidina. En la figura 19 se puede
obserevar a los osteoblastos (células grandes de forma cubica azul/parpura) que
recubren la superficie del hueso, y el osteoide (color rosaceo / grisaceo) (Figura
19). También se realizé una tincion para fosfatasa acida resistente a tartrato
(TRAP) con el objetivo de visualizar a los osteoclastos (color rojo,

multinucleados) y a los monocitos (células TRAP+ mononucleadas) (Figura 20).

AT TSN e
TN

b ..‘.4'_' .

Hmox1"~ Hmox1**

Hmox1”

Figura 19- Corte histolégico de fémures de animales WT, Het y KO para Hmox1 tefiidos con Azul
de Toluidina para el analisis de osteoblastos (flechas negras) y osteoide (flechas rojas).
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Figura 20- Corte histologico de femures de animales WT Het y KO para Hmox1 tefiidos para
TRAP. Las flechas rojas indican osteoclastos maduros, las amarillas sefialan monocitos, y las
negras las areas erosionadas.

Este estudio evidencié una disminucén significativa en el volumen del
hueso, en la densidad de la superficie 6sea y en la densidad del hueso
trabecular, dado por un aumento en la distancia promedio entre trabéculas, en

los animales KO respecto de los WT (Figura 21).
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Figura 21- Parametros estructurales 6seos. Representacion en forma de “dot-plot” de diferentes
parametros estructurales analizados por histomorfometria en fémures de animales WT Het y KO
para Hmox1. En cada caso se expresa la significancia estadistica (p-valor) respecto de los
valores obtenidos para los WT. La representacién del p-valor en color rojo indica diferencias
significativas.

En concordancia con estos resultados también se vidé una reduccioén en
todos los parametros estaticos de formacién, con una pérdida total de la
superficie de osteoide (utilizado como parametro de neoformacién ésea),
consistente con una reduccion en el numero de osteoblastos (Figura 22). Del
mismo modo se observd una disminucion en el nimero de osteoclastos, y la

consecuente reduccién de los parametros estaticos de resorcion (Figura 23).
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Figura 22- Parametros estaticos de formacion. Representacion en forma de “dot-plot” de
diferentes parametros estaticos de formacion 6sea analizados por histomorfometria en fémures
de animales WT Het y KO para Hmox1. En cada caso se expresa la significancia estadistica (p-
valor) respecto de los valores obtenidos para los WT. La representacion del p-valor en color rojo

indica diferencias significativas.
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Figura 23- Parametros estaticos de resorcién. Representacién en forma de “dot-plot” de
diferentes parametros estaticos de resorcion 0sea analizados por histomorfometria en fémures
de animales WT Het y KO para Hmox1. En cada caso se expresa la significancia estadistica (p-
valor) respecto de los valores obtenidos para los WT. La representacion del p-valor en color rojo

indica diferencias significativas.
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Considerando las diferencias observadas a nivel morfolégico, se decidio
evaluar si estas alteraciones podian estar asociadas a cambios en la expresion
génica. Para ello, los PMOs fueron aislados a partir de las calvarias de los
animales WT, Het y KO para Hmox1, y se analiz6 la expresion de genes
involucrados en la fisiologia 6sea mediante RT-gPCR. Se observd que existe
una correlacion directa entre los niveles de expresion de Hmox1 y genes como
Runx2 -gen de diferenciacion temprana de osteoblastos- (Figura 24 A); Collal -
involucrado en la deposicion de la matriz de colageno- (Figura 24 B); y Csf-1,
Opg, II-6 -codifican para proteinas de secrecibn que modulan la
diferenciacion/activacion de osteoclastos- (Figura 24 C-E). Por otro lado, otras
moléculas importantes en la activacion y funcién de osteoclastos, como Opn -
media la adhesion del osteoclasto para la resorcion 6sea- y Rankl —factor de
diferenciacion de osteoclastos- mostraron un patron de comportamiento

independiente de los niveles de Hmox1 (Figura 24 Fy G).
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Figura 24- Correlacion en la expresion de genes implicados en la remodelacién Gsea respecto
de Hmox1. Niveles de la expresion génica (relativos a 36b4) medidos mediante RT-gPCR de los
genes A)Runx2; B)Collal; C)Csf-1; D)Opg; E)II-6; F)Opn; G)Rankl, expresados en funcion de
los niveles de Hmox1 en PMOs aislados de animales WT Het y KO para Hmox1. Los datos fueron
sometidos a una regresion lineal (recta). En cada caso se expresa la significancia estadistica (p-
valor) para la regresion lineal obtenida. La representacion del p-valor en color rojo indica
diferencias significativas.
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Previamente se ha reportado que HO-1 confiere citoproteccion contra la
inflamacién y el estrés oxidativo en varios modelos animales'3?. El estrés
oxidativo es una consecuencia natural del proceso inflamatorio y actia como
modulador de la funcién de los tejidos mineralizados!3°. Esto impacta sobre la
formacion de hueso por inhibir la diferenciacion de los osteoblastos y promover
la apoptosis!3l. Estos efectos son mediados en parte por ROS generadas en el
contexto del estrés oxidativo. Teniendo en cuenta estos antecedentes, decidimos
analizar los niveles de ROS en PMOs obtenidos de los ratones con los diferentes
genotipos (Hmox1 WT, Het y KO) por citometria de flujo, usando la sonda
diclorofluoreceina diacetato (DCFDA) como sonda. En primer lugar evaluamos
este parametro en PMOs cultivados solos (Figura 25) encontrando un menor
porcentaje de células DCF+ en los PMOs KO al compararlos con los
provenientes de los animales WT o Het (Figura 25 A). Cuando analizamos la
distribucion de frecuencias para la intensidad de la marca en el canal de FITC
(EX’Em: 495 nm/519 nm) (Figura 25 B), identificamos dos poblaciones (High y
Low). Comparados con los PMOs WT, la poblacion Low de las células Het y KO
tiene menor intensidad de fluorescencia. Por otro lado, las poblaciones High
tienen la misma intensidad, pero la frecuencia es mayor en PMOs Het al
compararlos con los PMOs WT La frecuencia de células en la poblacién High
para los PMOs KO se vio fuertemente disminuida, mostrando una fraccion

pequefia de células con alta intensidad de fluorescencia (Figuras 25, By C).
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Figura 25- Niveles de ROS en PMOs medidos por citometria de flujo en el canal de FITC, usando
DCFDA como sonda. A) Porcentaje de células DCF+ para PMOs Hmox1 +/+; +/-; -/-. B)
Histograma representativo para la intensidad de DCF para PMOs Hmox1** (Verde), Hmox1*-
(Amarillo), Hmox1” (Rojo), Autofluorescencia (Azul). C) Distribucién porcentual de células DCF+
en cada poblacién de intensidad (High o Low). * p<0,05; ** p<0,01.

En base a estos resultados hipotetizamos que en los PMOs de animales
Het, el incremento en la poblacion High se debié a que estas células tienen
menos copias de HmMox1, y por lo tanto una capacidad disminuida para mantener
la homeostasis oxidativa (Figura 25 C). Por otro lado, pensamos que células de
animales carentes de HO-1 (PMOs Hmox1”-) no son capaces de sobrevivir con
altos niveles de ROS, siendo la pérdida de HO-1 un factor de seleccion que

impide la supervivencia de células con altos niveles de ROS.
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2. Efecto de la deficiencia de Hmox1 en osteoblastos sobre la interaccion

con las células de CaP

Teniendo en cuenta las diferencias morfoldgicas, fisioldgicas y genéticas
observadas en los huesos de los animales con los diferentes genotipos respecto
de Hmox1, y por otro lado el efecto reportado a nivel de la expresion génica
causado por la interaccion entre las células de CaP y los PMOs mediante
factores solubles?’, se decidié evaluar el efecto del co-cultivo de células PC3
(pre-tratadas o no con hemina) con PMOs aislados de los animales WT Het y
KO para Hmox1.

En primera instancia comparamos los niveles de ROS en PMOs
provenientes de animales WT, Het o KO para Hmox1 entre las diferentes
condiciones de co-cultivo (Figura 26 A). Solo los PMOs Het mostraron un
incremento en el porcentaje de células DCF+ cuando fueron co-cultivados con
células de CaP, ya sea que estén pre-tratadas o no con hemina (Figura 26, B 'y
Q).

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el efecto estresor
generado por la presencia de células de CaP se hizo evidente solo en PMOs Het
debido a su capacidad regulatoria disminuida (Figura 26).
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Figura 26- A) Niveles de ROS medidos en PMOs WT Het y KO para Hmox1, bajo las diferentes
condiciones de co-cultivo, mediante citometria de flujo en el canal de FITC usando una sonda de
DCFDA. B) Detalle de células DCF+ en PMOs Hmox1*- cultivadas en las condiciones
experimentales detalladas en la figura. C) Histogramas representativos para la intensidad de
DCF en PMOs Hmox1*- en las condiciones experimentales de co-cultivo. * p<0,05.

El siguiente paso fue evaluar la expresion génica de Hmox1 mediante RT-
gPCR. En primer lugar se corroboré la diferencia en la expresion de este gen
entre los PMOs provenientes de los animales con los distintos genotipos (Figura
27 A). Al analizar el efecto del co-cultivo sobre los PMOs se vio que tanto en los
PMOs WT como los Het, la presencia de células PC3 (pre-tratadas o no con
hemina) modula negativamente la expresion de Hmox1 (Figura 27 By C). En el
caso de los PMOs KO, la expresion basal es demasiado baja dificultando la
correcta cuantificacibn mediante RT-gPCR en las diferentes condiciones

experimentales.
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Figura 27- Niveles de expresién de Hmox1 evaluado mediante RT-gPCR en PMOs. Comparacion
en los niveles basales de Hmox1 entre PMOs WT Het y KO para Hmox1 (A). Efecto del co-
cultivo con células PC3 o células PC3 pre-tratadas con hemina sobre la expresiéon de Hmox1 en
PMOs WT (B) y Het (C). Los valores fueron relativizados utilizando 36b4 como gen estandar y
se normalizaron respecto de la condicién control. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Al analizar en los PMOs WT el efecto del co-cultivo sobre la expresion de
los genes implicados en la remodelacién 6sea hallamos que la presencia de
células de la linea PC3 tuvo un efecto negativo sobre la expresion de Opg y Csf-
1, y este efecto se mantuvo cuando las células tumorales fueron pre-tratadas con
hemina (Figura 28 Ay E), dando una respuesta similar a la de Hmox1 (Figura 28
B) y en concordancia con la correlacion antes mencionada (Figura 24). Por otro
lado, la expresién de Rankl fue regulada positivamente por efecto del co-cultivo
(Figura 28 B). Este aumento sumado a la disminucion de Opg causarian un

desbalance en la relacibn Rankl/Opg que podrian favorecer la activacion de
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osteoclastos en el microambiente 0seo. Si bien el pre-tratamiento con hemina
sobre la célula tumoral no modul6 el efecto del co-cultivo sobre la expresion de
Opg en los PMOs WT, éste fue capaz de prevenir el aumento en la expresion de
Rankl. En linea con esto, el co-cultivo con células de CaP pre-tratadas con
hemina indujo un aumento de la expresion de Runx2 en los PMOs WT (Figura
28 C), llevando a los osteoblastos hacia un perfil que pareceria ser menos pro-
osteoclastico y/o mas pro-osteoblastico. Otros genes como 1l-6 sufrieron una
pequefia disminucion, que solo fue significativa frente al co-cultivo con células
PC3 pre-tratadas con hemina (Figura 28 F), mientras que Collal y Opn no se
vieron afectados (Figura 28 Dy G).

Las condiciones ensayadas sobre la expresion de Opg, Runx2, Csf-1 y
Opn en los PMOs Het, evidenciaron el mismo efecto observado para los PMOs
WT (Figura 29 A, C, E y G), permitiendo pensar que la respuesta no se ve
afectada por los niveles basales de Hmox1l en las células 6seas. Mas aun,
incluso en los PMOs KO se conservo el efecto de los tratamientos sobre la
expresion de Opg, Runx2 y Opn (Figura 30 A, C y G); mientras que la expresion
de Csf-1 solo se vio afectada por la presencia de células tumorales pre-tratadas

con hemina (Figura 30 E).

La pérdida de copias de Hmox1 disip6 el efecto del co-cultivo sobre 11-6,
cuya expresion no evidencié cambios en los PMOs Het y KO en las condiciones
ensayadas (Figura 29 F y 30 F). De manera contraria, un aumento en la
expresion de Collal fue evidente en PMOs Het cuando estas células se
cultivaron en presencia de células PC3 pre tratadas con hemina (Figura 29 D).
Este cambio en la expresion de Collal podria evidenciarse en los PMOs Het
debido a sus niveles basales inferiores respecto de los PMOs WT. En el caso de
los PMOs KO, ambas condiciones experimentales condujeron a una disminucion
de la expresiéon de Collal (Figura 30 D), mostrando un cambio en el efecto del

co-cultivo a causa de la carencia de HO-1 en los PMOs.
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Figura 28- Niveles de expresion de A) Opg; B) Rankl; C) Runx2; D) Collal; E) Csf-1; F) -6 y G)
Opn evaluados mediante RT-gPCR en PMOs WT, crecidos solos o en co-cultivo con células
PC3 o células PC3 pre-tratadas con hemina. Los valores fueron relativizados utilizando 36b4
como gen estandar y se normalizaron respecto de la condicién control. * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.
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Si bien el aumento en la expresion de Rankl por efecto del co-cultivo con
células de CaP se mantiene en los PMOs Het (Figura 29 B), en estas células se
pierde el efecto preventivo del pre-tratamiento de la célula tumoral con hemina
observado en los PMOs WT. Por otro lado, el co-cultivo con las células de CaP
no se capaz de inducir la expresion de Rankl en los osteoblastos carentes de
Hmox1, mientras que la presencia de células tumorales pre-tratadas con hemina
provoca una marcada sobreexpresion de Rankl en los PMOs KO (Figura 30 B).
Estos resultados permiten pensar que el efecto que tuvo el co-cultivo sobre la
expresion de Rankl, esta modulado por los niveles de HO-1 no solo en la célula

tumoral, sino que también en el osteoblasto.

Del mismo modo se evalu6 el efecto del co-cultivo con los PMOs
provenientes de los animales con los distintos genotipos, sobre la expresion de
diferentes genes en células PC3 pre-tratadas o no con hemina. En primer lugar
se midieron los niveles de HMOX1, los cuales no se vieron afectados cuando las
células tumorales se co-cultivaron con los PMOs. Cuando las células tumorales
fueron pre-tratadas con hemina, la induccion de HMOX1 se mantuvo frente al co-
cultivo con los PMOs WT, mientras que el co-cultivo tanto con los PMOs Het
como KO revirtid parcialmente el efecto del pre-tratamiento con hemina sobre los
niveles de HMOX1 en las células de CaP (Figura 31 A).
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Figura 31- Niveles de expresion de A) HMOX1, B) PTHrP y C) OPG, evaluados mediante RT-
gPCR en células PC3 pre-tratadas o no con hemina (50uM; 24h), crecidas solas o en co-cultivo
(24h) con PMOs WT Het y KO para Hmox1. Los valores fueron relativizados utilizando PPIA
como gen estandar y se normalizaron respecto de la condicion control. Signnificancia estadistica
respecto del control: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; y respecto de hemina: $ p<0,05; $$ p<0,01;
$$$ p<0,001.

Como mencionado anteriormente la hormona PTHrP puede ser producida
por las células tumorales teniendo implicancias no solo sobre la célula tumoral,
sino que también puede afectar la fisiologia 6sea®*1%°, Bajo nuestras condiciones
experimentales, la expresion de PTHrP se vio aumentada en células PC3 co-
cultivadas con PMOs, independientemente del genotipo de los mismos. El pre-
tratamiento con hemina fue capaz de prevenir la induccion de PTHrP generada
por el co-cultivo con PMOs WT. Esta capacidad preventiva del pre-tratamiento

con hemina no solo se pierde frente al co-cultivo con PMOs Het, sino que
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potencia el efecto del co-cultivo cuando las células tumorales son crecidas en
presencia de PMOs KO (Figura 31 B).

Las células PC3 son capaces de expresar OPG, el cual esta fuertemente
implicado en el proceso de remodelacién 6sea?®. Al igual que lo observado para
PTHrP, la expresion de OPG aumento en las células tumorales que habian sido
co-cultivadas con los PMOs WT o Het, y este efecto fue prevenido por el pre-
tratamiento con hemina (Figura 31 C). Por otro lado, el co-cultivo con PMOs KO
afectd negativamente la expresion de OPG en las células tumorales,
independientemente de que estas hayan sido o no pre-tratadas con hemina
(Figura 31 C).

DKK1 es un factor critico en la remodelacion 6sea, actuando como
inhibidor de la via de Wnt/B-catenina®’. La expresion de DKK1 sufrié un aumento
en las células PC3 como consecuencia del co-cultivo con los PMOs WT o Het,
pero no asi por el co-cultivo con PMOs KO. El efecto del co-cultivo fue evidente
incluso por sobre la induccion generada por el pre-tratamiento con hemina
(Figura 31 D).

En lineas generales, el pre-tratamiento de las células tumorales con
hemina modulé la respuesta de éstas al co-cultivo con los PMOs, y esta
modulacién fue diferente dependiendo del genotipo de los PMOs. Esto indicaria
que el nivel de Hmox1 en los PMOs no solo es importante para su fisiologia, sino

que también tiene implicancias en su interaccion con las células tumorales.

El estrés oxidativo se ha asociado con el desarrollo y progresiéon del CaP
debido a un aumento de los niveles de ROS?%. Por esta razén se decidié también
evaluar en las células tumorales los niveles de ROS en las diferentes condiciones
de co-cultivo con PMOs (Figura 32). De acuerdo a lo descripto por otros
investigadores?°!, en nuestras condiciones de ensayo las células de la linea PC3
mostraron altos niveles basales de ROS. Ademas, comprobamos que tanto el
pre-tratamiento con hemina como el co-cultivo con los diferentes PMOs no

afectaron el estado oxidativo de las células tumorales (Figura 32).
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Figura 32- Niveles de ROS en células PC3 pre-tratadas o no con hemina (50uM; 24h) crecidas
solas o en co-cultivo con PMOs WT, Het o KO, medidos por citometria de flujo en el canal de
FITC, usando DCFDA como sonda.

3. Interaccion entre las células tumorales prostaticas y los precursores

dseos

3.1 Expresiéon de genes involucrados en la tumorigénesis v/o en la

requlacion de la remodelacion 6sea

Con el fin de ampliar el estudio de la interaccion entre las células
tumorales prostéticas y las células del microambiente éseo decidimos repetir el
experimento de co-cultivo de células PC3 pre-tratadas o no con hemina, pero
usando en esta ocasion células murinas de la linea MC3T3 (pre-osteoblasticas)

0 Raw264.7 (pre-osteoclasticas) en lugar de los PMOs.

En primera instancia se analizaron los niveles de expresion de HMOX1 en
las células PC3. El co-cultivo tanto con las células MC3T3 como con las células
Raw264.7 no alteré los niveles del ARNm de HO-1 en las células PC3, ya sea
gue estas estuvieran o no pre-tratadas con hemina (Figura 33 A y B). Este
resultado fue similar al obtenido cuando las células tumorales fueron crecidas en
presencia de PMOs Hmox1** (Figura 31 A).
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Figura 33- Niveles de expresion de HMOX1 evaluados mediante RT-qPCR en células PC3 pre-
tratadas o no con hemina (50uM; 24h), crecidas solas o en co-cultivo (24h) con células MC3T3
(A) o Raw264.7 (B). Los valores fueron relativizados utilizando PPIA como gen estandar y se
normalizaron respecto de la condicién control. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

El paso siguiente fue evaluar en las células tumorales los niveles de
expresion de diferentes genes involucrados en la tumorigénesis y/o en la
regulacion de la remodelacion 6sea. El andlisis por RT-gPCR evidencié
primeramente, un efecto del pre-tratamiento con hemina como modulador
positivo de la expresién de IL-6 e IL-8 en las células tumorales. El co-cultivo con
células Raw264.7 no altero la expresion de estos genes (Figura 34 Ay B). No
obstante, el co-cultivo con MC3T3 revirtié la induccion del pre-tratamiento con
hemina tanto para IL-6 como para IL-8 parcial o totalmente respectivamente
(Figura 34 Cy D).
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Figura 34- Niveles de expresion de IL-6 (A y C) e IL-8 (B y D) evaluados mediante RT-gPCR en
células PC3 pre-tratadas o no con hemina (50uM; 24h), crecidas solas o en co-cultivo (24h) con
células MC3T3 (A y B) o Raw264.7 (C Y D). Los valores fueron relativizados utilizando PPIA
como gen estandar y se normalizaron respecto de la condicién control. Significancia estadistica
respecto del control: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; y respecto de hemina: $ p<0,05; $$ p<0,01;
$$$ p<0,001.

Por otro lado, genes como PTHrP y OPG sufrieron un incremento en su
expresion como consecuencia del co-cultivo tanto con células MC3T3 como con
células Raw264.7. Si bien estos genes no mostraron cambios en su expresion
debido al pre-tratamiento con hemina, éste previno el aumento generado por el

co-cultivo (Figura 35).
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Figura 35- Niveles de expresién de PTHrP (A y B) y OPG (C y D) evaluados mediante RT-gPCR
en células PC3 pre-tratadas o no con hemina (50uM; 24h), crecidas solas o en Co-cultivo (24h)
con células MC3T3 (Ay C) o Raw 264.7 (B Y D). Los valores fueron relativizados utilizando PPIA
como gen estandar y se normalizaron respecto de la condicién control. * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.

Tal y como se demostré para el co-cultivo con PMOs WT, el co-cultivo con
los progenitores 6seos incremento la expresion de PTHrP y OPG en PC3, efecto
que fue atenuado por el pre-tratamiento con hemina. Por otro lado, cabe resaltar
que cuando las células tumorales fueron pre-tratadas con el inductor
farmacolégico de HO-1 y cultivadas solas se detectd una induccién significativa
de la expresion de IL-6 e IL-8. Si bien peviamente reportamos que la
sobrexpresién de HO-1 reprimia los niveles de ARNm de estas interleuquinas,
las condiciones experimentales de ese estudio donde se utilizoé induccion génica

de HMOX1, fueron sustancialmente diferentes!4?,
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A continuacién se analizé la expresion de Hmox1l y de genes que
participan del metabolismo 6seo en las células MC3T3 y Raw264.7 co-cultivadas
con células PC3 pre-tratadas o no con hemina. De manera interesante, se vio un
efecto antagdnico en los niveles de ARNm de HO-1 dependiendo del tipo de
progenitor 6seo. Por un lado, el co-cultivo con células PC3 pre-tratadas o no con
hemina causo una disminucién en los niveles de Hmox1 en las células MC3T3
(Figura 36 A). Las células Raw264.7 mostraron un aumento significativo en la
expresion de Hmox1, solo cuando fueron co-cultivadas con las células tumorales

gue habian sido pre-tratadas con hemina (Figura 36 B).
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Figura 36- Niveles de expresion de Hmox1 evaluados mediante RT-gPCR en células MC3T3 (A)
0 Raw264.7 (B) crecidas solas o en Co-cultivo (24h) con células PC3 pre-tratadas o no con
hemina (50uM; 24h). Los valores fueron relativizados utilizando 36b4 como gen estadndar y se
normalizaron respecto de la condicidn control. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Estos resultados evidencian que el co-cultivo con células tumorales tiene
un efecto modulatorio sobre la expresion de Hmox1 en los progenitores 0seos, y

el perfil de esta modulacién es diferente dependiendo del tipo de progenitor.

Del mismo modo se evaluaron diferentes genes involucrados en la
remodelacion 6sea sobre las células de hueso crecidas o no en co-cultivo: Runx2
y Collal, marcadores de diferenciacion de osteoblastos; Opg y Rank, factores
implicados en la regulacion de la activacion de osteoclastos (Figura 37). En las
células MC3T3 se observé un aumento significativo en la expresion de Runx2
por efecto del co-cultivo con células PC3 pre-tratadas con hemina (Figura 37 A),

mientras que la expresion de Collal aumenté en ambas condiciones

107



experimentales (Figura 37 B). Por ultimo, Opg en células MC3T3 y Rank en
células Raw264.7 (ambos receptores de RANKL) sufrieron una disminucion en
su expresion cuando los precursores 6seos fueron co-cultivados con las células

tumorales pre-tratadas con hemina (Figura 37 C y D).
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Figura 37- Niveles de expresion de A) Runx2; B) Collal; C) Opg y D) Rank, evaluados mediante
RT-gPCR en células MC3T3 (A; B; C) o Raw264.7 (D) crecidas solas o en co-cultivo (24h) con
células PC3 pre-tratadas o no con hemina (50uM; 24h). Los valores fueron relativizados
utilizando 36b4 como gen estandar y se normalizaron respecto de la condicién control. * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001.

Estos datos refuerzan nuestra hipétesis que sostiene que la interaccién
mediante factores solubles entre las células de CaP y los precursores 0seos
puede modular la expresion de genes involucrados tanto en la progresion tumoral
como en la fisiologia del hueso. En particular se vio que el co-cultivo con células
tumorales es capaz de regular de manera diferencial la expresion de Hmox1 en
los distintos tipos de células de hueso, lo cual resulta interesante teniendo en

cuenta el rol dual de HO-1 en la fisiologia 6sea.
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3.2 Interactores de HO-1 implicados en la colonizacién del nicho 6seo.

3.2.1 Rol del eje ANXA2/ANXA2R en la tumorigénesis prostatica.

Previamente en nuestro laboratorio, mediante un abordaje proteémico,
generamos el “interactoma de HO-1" en células de CaP*’3. Entre las 56 proteinas
encontradas se hallaba Anexina A2 (ANXA2), la cual esta fuertemente implicada
en la fisiologia del hueso, como asi también en la progresion ésea del CaP322%2,

Shiozawa y colaboradores demostraron en modelos de metastasis 0sea,
gue el CaP humano se dirige a nichos de las HSCs y compite directamente con
éstas’®. La expresion de las moléculas de adhesion ANXA2 y CXCL12 en
células del nicho de las HSCs intra-6seo permite la union de las HSCs y las
células de CaP a travées de CXCR4 y el receptor de ANXA2 (ANXA2-R),
facilitando el asentamiento de las células tumorales en la médula 6sea'?#203,

ANXAZ2 es producida por varios tipos celulares en la médula 6sea?%4. Esta
proteina existe como mondémero o hetero-tetrAmero compuesto por dos
moléculas ANXA2 (p36) y dos moléculas S100A10 (p11)203205, ANXA2 es
secretada por los osteoclastos, actuando como factor autdcrino/paracrino que
estimula la resorcion 6sea?%32%, A través de la subunidad pl1 se une a su
receptor en las células estromales de médula e induce la produccion de RANKL
y CSF-1, los cuales favorecen la activacion de osteoclastos y la mineralizacion

de osteoblastosi?4.

El eje ANXA2/ANXA2-R cumple un papel importante en el establecimiento
de las metastasis 6seas de CaP, actuando como un quimioatractante y
regulando la migracién y adhesion de las células tumoralest?42°3, Por lo tanto,
ANXAZ2 esta implicado tanto en la fisiologia ésea, como en el asentamiento y

crecimiento de las células tumorales en el tejido 6seo.

Teniendo en cuenta la relevancia de ANXA2 y la de su receptor en relacion
al crecimiento de los tumores prostaticos en el hueso, nos propusimos analizar
su expresion en el sistema de co-cultivos descripto anteriormente, donde las
células de CaP pre-tratadas o no con el inductor farmacolégico de HO-1 (hemina,
50uM; 24h) crecen con las células pre-osteoclasticas Raw264.7 compartiendo el

medio pero sin estar en contacto fisico.
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Mediante la técnica de RT-gPCR encontramos que los niveles de
expresion génica de ANXA2 como asi también de su receptor, estaban
aumentados en células PC3 luego del co-cultivo con los precursores de

osteoclastos (Figura 38 Ay B).

A ANXA2 B

PC3 ANXA2-R

PC3

Expresion relativa
Expresion relativa

Figura 38- Niveles de expresion evaluados mediante RT-gPCR, de A) ANXA2 y B) ANXA2-R en
células PC3 pre-tratadas o no con hemina (50uM; 24h), crecidas solas o en co-cultivo (24h) con
células Raw264.7. Los valores fueron relativizados utilizando PPIA como gen estandar y se
normalizaron respecto de la condicién control. Signnificancia estadistica respecto del control: *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; y respecto de hemina: $ p<0,05.

Del mismo modo analizamos los niveles relativos de expresion de Anxa2
en células Raw264.7 luego del co-cultivo. En este caso el co-cultivo, tanto con
células PC3 como con PC3 pre-tratadas con hemina, provocé una disminucién
en la expresion de Anxa2 en las células progenitoras 6seas, el cual fue evidente

tanto a nivel de ARNm como a nivel proteico (Figura 39 Ay B).
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Figura 39- Niveles de Anxa2 en células Raw264.7 crecidas solas o en co-cultivo (24h) con células
PC3 o0 PC3 pre-tratadas con hemina (50uM; 24h), evaluados mediante A) RT-gPCR. Los valores
fueron relativizados utilizando 36B4 como gen estandar y se normalizaron respecto de la
condicién control. Diferencias significativas: **p<0,01; ***p<0,001. B) Western Blot, usando
Actina como control de carga y relativizando los valores respecto de la condicién control (se
muestra un ejemplo representativo).

Por ultimo, decidimos evaluar la disposicion subcelular de ANXA2 en los
precursores de osteoclastos. Para ello realizamos una inmunofluorescencia (IF)
usando anticuerpos especificos contra ANXA2. Encontramos que en condicién
control ANXA2 se localiza principalmente en la membrana de las células pre-
osteoclasticas, mientras que al ser éstas co-cultivadas con células PC3 la
marcacion pasa a ser intracelular. Por otro lado, el pre-tratamiento de la célula
tumoral con hemina previene parcialmente el efecto del co-cultivo sobre la

translocacion de ANXA2 en las células Raw264.7 (Figura 40 Ay B).
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Figura 40- A) Células Raw264.7 provenientes del experimento de co-cultivo fueron fijadas e
incubadas con un anticuerpo primario anti-Anexina A2 (ANXA2) y un anticuerpo secundario
conjugado a Alexa Fluor 647. B) Usando el software ImageJ se midi6 la intensidad de
fluorescencia tanto en el total de cada célula, como en nucleo (DAPI) y compartimento intra-
celular. Los valores fueron normalizados respecto del tamafio celular. Posteriormente se calculé
el porcentaje de marca en membrana, citoplasma y nucleo (n=180 células para cada condicion).
Diferencias significativas: ***p<0,001.

Si bien los mecanismos por los cuales actia ANXA2 estan poco
descriptos, como se ha mencioando anteriormente, que es capaz de localizarse
en la membrana formando un heterotetramero con la proteina S100A10 y que
este proceso es dependiente de la disponibilidad de Ca?* 203205, Por esta razén

se decidi6 evaluar la concentracion de este ion en los medios condicionados
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(MC) en las distintas condiciones de co-cultivo. La concentracién de Ca?*
disminuy6 leve pero significativamente en los MC de las células PC3 crecidas
solas al compararlas con el medio control (DMEM®), y este efecto no fue
apreciable bajo el pre-tratamiento con hemina. No se detectd ninguna alteracion
en los MC de las Raw264.7 respecto del medio control (DMEM®). En el MC
proveniente del co-cultivo se observé una reducciéon en la concentracion de Ca?*,
indicando que el efecto sobre la reduccion en los niveles de este ion fue
provocado por la presencia de las células tumorales (Figura 41). Esta alteracion
fue parcialmente prevenida por el pre-tratamiento con hemina (Figura 41).
Teniendo en cuenta lo reportado por Benaud y colaboradores?®’, la disminucion
en la concentracion de Ca?* como consecuencia del co-cultivo con las células
tumorales es consistente con la internalizacion de la marca para ANXA2 en los
precursores osteoclasticos; pudiendo ser, al menos en parte, la causa de la
relocalizacibn de ANXA2. Mientras que en el co-cultivo con células tumorales
pre-tratadas con hemina tanto la concentracion de Ca?* en los medios
condicionados, como la distribucion de la marca de ANXA2 en la membrana de
las células Raw264.7 no se vieron alterada respecto de la condicién en que los

precursores osteoclasticos crecieron solos.

Concentracion de Ca?* [mg/dI]

Figura 41-Niveles de concentracién de Ca?" en los medios condicionados de las distintas
condiciones de co-cultivo entre células PC3 y células Raw264.7. Las significancias estadisticas
corresponden a la comparacion con el medio DMEM (sin condicionar), a menos que se sefialen
otras comparaciones con una linea. Diferencias significativas: *p<0,05; **p<0,01.
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Previamente hemos mostrado que la induccion farmacolégica de HO-1 en
las células tumorales puede modificar el microambiente 06seo vy
subsecuentemente tener algiin efecto sobre la metastasis del CaP'?’. En este
contexto, los cambios en la expresion y/o localizacion de ANXA2 en células
tumorales y precursores osteoclasticos podrian tener consecuencias tanto en el
direccionamiento, pegado y colonizacion del nicho 6seo por parte de las células
tumorales, como asi también sobre la diferenciacion/activacion de osteoclastos
y sobre el balance entre células progenitoras formadoras y degradadoras del

hueso.

Como se menciond ANXA2 es una molécula que participa de la adhesion,
proliferacion, invasion, metastasis y neo-vascularizacién, desempefando un
papel crucial en al crecimiento y progresion tumoral. Ha sido reportado que su
expresion estd alterada en una gran variedad de tumores incluido el CaP, donde
la pérdida o disminucién en la expresion de ANXA2 parece ser caracteristico de

la enfermedad24.205,

Teniendo en cuenta estos antecedentes nos propusimos analizar ANXA2
en muestras de pacientes usando anticuerpos especificos en un microarreglo de
tejidos (TMA) de origen comercial (US Biomax inc.), donde estan representadas
diferentes patologias prostaticas (Figura 42 A y B). Mediante éste andlisis
observamos un menor nimero de muestras de CaP con inmunomarcacion
positiva para ANXA2 comparado con la glandula normal (Figura 42 C). Por otro
lado, las muestras de inflamacion crénica mostraron un 100% de marca positiva
para ANXA2 (Figura 42 C).
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Figura 42: -A) Microarreglo de tejido (TMA) (marca) conteniendo muestras de diferentes
patologias prostaticas: 32 casos de adenocarcinoma, 2 de metastasis, 26 de hiperplasia
prostética benigna (HPB), 6 de inflamacién crénica, 6 de tejido adyacente al tumor y 8 de tejido
normal. Para cada caso se usd un unico “core”. El gréafico de torta muestra la proporcion
correspondiente a cada tipo de muestra en el TMA. B) Imagenes representativas de cada tipo de
muestra para la tincion H&E y la inmunomarcacion de ANXA2. C) Representacion gréfica del
porcentaje de inmunomarcacion positiva para ANXAZ2 en los diferentes tipos de muestra.
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Con el fin de validar estos resultados y profundizar el analisis, se realizo
un andlisis bioinformético de la expresion ANXA2 en pacientes de CaP tanto a
nivel de ARNm como de proteinas.

En primer lugar, se utilizo la base de datos de microarrays de pacientes
“Oncomine 4.3 research edicion”'®8, Evaluamos la expresion de ANXA2 en
adenocarcinoma prostatico comparado con glandula normal, en 16 set de datos
que cumplian con nuestro criterio de seleccion detallados en la seccién
materiales y métodos, permitiéndonos analizar un total de 973 muestras de
pacientes. Encontramos una disminucion significativa (p<0.05) en la expresion
génica de ANXA2 en el adenocarcinoma prostatico respecto de la glandula
normal (Figura 43 A).

En paralelo estudiamos la expresion de ANXA2 en muestras de pacientes
provenientes del proyecto de adenocarcinoma prostatico de “The cancer
genome atlas” (TCGA-PRAD?). Este trabajo cuenta con informacion de
RNAseq del tumor y del tejido normal adyacente de 500 pacientes. Se encontro
una disminucion significativa (p<0.001) de la expresion de ANXA2 en el
tumorcomparado con el tejido normal adjacente (Figura 43 B).

Posteriormente se utiliz6 la plataforma “The Human Protein Atlas™° para
estudiar la expresion proteica de ANXA2 mediante analisis inmunohistoquimicos
de muestras provenientes de tumores prostaticos. Se observé la consecuente
reduccion de los niveles de la proteina en las muestras de adenocarcinoma
prostatico en comparacion con la glandula normal (Figura 43 C). Trabajos
previos documentaron resultados similares provenientes de estudios in vitro?%® o

de un set reducido de muestras de pacientes'?4209,
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Figura 43-A) Andlisis bioinformatico utilizando “Oncomine”. Se realizé un analisis de expresion
génica con la plataforma “Oncomine” donde se observa el grado de sub-expresion de ANXA2
para adenocarcinoma de préstata respecto de la glandula normal. I) El meta-anélisis de multiples
sets de datos de microarrays de expresion en CaP, muestra que ANXA2 aparece sub-expresado
significativamente en 14 de los 16 datasets ii) Esquema que resume el perfil de expresién de
ANXAZ2; el boxplot corresponde a un trabajo representativo. B) Niveles de expresion de ANXA2
en tumor y tejido adyacente utilizando el dataset de TCGA-PRAD, con informacién de RNAseq
de 500 pacientes con CaP. Diferencias significativas: ***p<0,001. C) Andlisis de la expresién de
ANXAZ2 a nivel protéico utilizando la plataforma “The Human Protein Atlas”: i) Tincion para ANXA2
en muestras de tejido de préstata normal y de adenocarcinoma de prostata mediante la técnica
de inmunohistoquimica. ii) Tabla que resume los perfiles intensidad de marca para ANXA2 en
préstata normal vs. adenocarcinoma prostético.
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Adicionalmente, para estudiar la relacion entre los cambios en la
expresion génica y el fenotipo de la enfermedad prostatica, se utilizd la

plataforma “Gene Expression Omnibus” (GEO).

Al analizar el set de datos de Ross Adams (GSE70769'%3), que cuenta con
la informacion de expresion génica en 93 pacientes sometidos a prostatectomia
radical, y su correlato clinico, vimos que la sobrevida libre de recaida era menor
en aquellos pacientes con tumores que expresaban bajos niveles de ANXA2
(HR: 0,4; p=0,00097) (Figura 44 A). Esta correlaciéon se mantuvo incluso frente
al analisis multivariado de la expresion de ANXA2 junto con el grado de Gleason
(factor pronéstico mas importante para la enfermedad) y los niveles de PSA
(marcador sérico de la enfermedad) (HR: 0,45;p=0,006), indicando que la
correlacion entre los bajos niveles de expresion de ANXA2 y una menor

sobrevida libre de recaida es independiente de las otras variables analizadas.

Posteriormente, se utilizé el set de datos de Shoner (GSE 165501%) que
cuenta con informacion de expresion génica de 281 pacientes de CaP naive de
tratamiento y la informacion clinica para cada paciente (hasta 30 afios de
seguimiento), para estudiar la sobrevida general de los pacientes. Los diferentes
niveles de expresion de ANXA2 parecen no alterar la sobrevida general cuando
se analiz6 toda la cohorte de pacientes (HR: 1,23; p=0,19) (Figura 44 B). Sin
embargo, cuando el analisis se realiz6 distinguiendo los pacientes entre bajo y
alto Gleason encontramos, que si bien en pacientes con tumores de Gleason
bajo no habia diferencias en la sobrevida en relacion a la expresion de ANXA2
(HR: 1,75; p=0,26), pacientes con tumores con Gleason alto mostraron una
menor sobrevida cuando presentaban bajos niveles de ANXA2 (HR: 0,47;
p=0,023) (Figura 44 B). Este resultado se mantuvo (HR: 0,48; p=0,031) incluso
al realizar un andlisis multivariado en el que se incluyeron la expresion de
ANXAZ2, la edad (principal factor de riesgo) y el grado de Gleason de los

pacientes al momento del diagndstico.
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Figura 44- A) Sobrevida libre de recaida (meses), en pacientes con alta (rojo) o baja (negro)
expresion para ANXA2, en el dataset de Ross-Adams (n=93) HR= Hazard ratio (intervalo de
confianza 95%). Se toma al grupo de baja expresién como grupo de referencia. Los resultados
muestran que los pacientes con baja expresion de ANXA tienen una menor sobrevida libre de
recaida (significativo). B) Sobrevida general, por meses, en pacientes con alta (rojo) o baja
(negro) expresion para ANXA2, en el dataset de Sboner (n=281) HR= Hazard ratio (intervalo de
confianza 95%). Se toma al grupo de baja expresion como grupo de referencia. Panel superior:
El analisis de sobrevida general en toda la cohorte, muestra que no hay diferencias significativas
en la sobrevida de los pacientes, entre los grupos de alta y baja expresion de ANXA2. Panel
inferior: Al analizar la sobrevida en los pacientes con alto grado de Gleason (entre 7(4+3) y 10)
se observa que la baja expresién de ANXAZ2 tiene una correlacion significativa con una baja
sobrevida.
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Dada la implicancia reportada para esta proteina en el proceso
metastasico, decidimos comparar sus niveles de expresién entre muestras de
CaP primario y metéastasis (Figura 45). Para ello utilizamos un set de datos que
cuenta con informacién de microarreglos de expresion para 171 muestras de
tumor primario o metastasis provenientes de 63 pacientes con CaP!%®, Este
analisis evidencio que la expresion de ANXA2 era significativamente mayor en
las muestras de metastasis comparadas con las de tumor primario (Figura 45 A),
y este aumento fue ain mas evidente cuando se consideraron solo aquellas
muestras correspondientes a metastasis a hueso (Figura 45 B). Otros autores
han propuesto que la disminucibn de ANXAZ2 en el tumor primario podria
favorecer no solo el desprendimiento de células del tumor primario, sino también
la migracién hacia nichos metastasicos ricos en ANXA2%?4, Este resultado se
condice con el aumento de ANXA2 observado en células PC3 cuando fueron
crecidas en presencia de células 6seas, reforzando el modelo de co-cultivo como
modelo de metéastasis in vitro, y demostrando que el nicho éseo modula la
expresion de ANXA2 en la célula tumoral prostatica, lo cual podria favorecer la

progresion del tumor en el nicho metastasico.
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Figura 45- Niveles de expresién de ANXA2 en A) tumor primario y metastasis en cualquier sitio,
y B) tumor primario y metastasis 6sea; utilizando el dataset de Kumar y col.1%, con informacion
de microarreglos de expresion de 149 muestras de metastasis (20 metastasis éseas) y 22 de
tumor primario provenientes de 63 pacientes con CaP. Diferencias significativas: **p<0,01;
*+*n<0,001.
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3.3. Analisis protedmico: identificacion de factores solubles involucrados

en la interaccion entre las células de CaP y los progenitores 6seos.

Con el fin de tener una mejor comprension del modelo de estudio, y tratar
de hallar factores novedosos implicados en la interaccion entre las células de
CaP y las células 6seas, llevamos adelante un estudio proteémico in vitro en los
MC (secretoma) tanto de células PC3 o células Raw264.7 creciendo solas, como
proveniente del co-cultivo de las mismas. Para ello los MC se concentraron por
centrifugacion en columnas (cut off >10 kDa), y fueron analizados por
espectrometria de masa (Figura 46 A). Los péptidos detectados en cada muestra
fueron cotejados contra bases de datos de proteinas humanas o murinas, y las
listas obtenidas (Anexo |) se contrastaron entre si para identificar las proteinas
diferenciales (Figura 46 B, C y D).
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Figura 46- Esquema representativo de los pasos empleados en el andlisis proteémico. A)
obtencién y procesamiento de los medios condicionados (MC) para su analisis por
espectrometria de masa. B) Ejemplo del criterio de comparacion empleado para las listas de
proteinas encontradas por espectrometria de masa para cada condicion experimental. C)
Ejemplo del criterio de exclusién/inclusion para conformar las listas de proteinas diferenciales
representado como diagrama de Venn, donde las areas coloreadas con azul o rojo corresponden
a las proteinas diferenciales de los MC de PC3 o del co-cultivo PC3-Raw264.7 respectivamente
y las &reas en gris corresponden a proteinas compartidas, excluidas de las listas diferenciales.
D) Representacion de proteinas diferenciales junto con las diferentes interacciones entre ellas,
generado con el software Cytoscape.
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El objetivo de generar listas de proteinas que estan presentes de manera
exclusiva en una u otra condicion fue debido a nuestra intencion de tratar de
encontrar factores cuya expresion pueda estar siendo estimulada en la célula
tumoral debido a la presencia de los precursores osteoclasticos o viceversa. De
esta manera se hallaron 32 proteinas diferenciales humanas y 27 murinas en los

MC del co-cultivo de células PC3 y células Raw264.7 (Figura 47).

A Nombre de la proteina Simbolo Matseao'z‘coa'eﬁ:glar Covertura %
Importin subunit alpha-3 KPNA4 57.9 5.56621881
Retinoic acid-induced protein 3 GPRCSA 40.2 10.6442577
Immunoglobulin heavy variable 3-53 IGHV3-53 128 40.51724138
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase U PTPRU 162.3 2.14384509
Urokinase-type plasminogen activator PLAU 48.5 3.016241299
Base de datOS Humana Elongation factor 1-alpha 2 EEF1A2 50.4 2.375809935
Fibrinogen gamma chain FGG 523 1.952277657
MC PC3 MCPC3 +  Alkyiglycerol moncoxygenase AGMO 515 9.213483146
Raw 264.7 | Coiled-coil domain-containing protein 191 €CDC191 1105 438034188
Neuronal-specific septin-3 SEPT3 40.7 12.29050279
Ethanolamine-phosphate phospho-lyase ETNPPL 55.6 8.817635271
Echi mic iated protein-like 4 EML4 1101 3.830645161
$CO-spondin SSPO 547.5 0.796116505
Dystonin (Fragment) DST 190.2 2.329749104
Thioredoxin domain-containing protein 11 TXNDC11 1105 3.147208122
Obscurin 0BSCN 9724 0.302588815
Syntabulin SYBU 73 5.239520958
Protein KIAA0100 KIAA0100 253.5 1.744966443
Lamin tail domain-containing protein 2 LMNTD2 70.3 5.205047319
E3 ubiquitin-protein ligase RNF34 RNF34 4.7 77.77777778
Ankyrin repeat domain-containing protein 368 ANKRD368 1535 236511456
Cullin-3 cuLs 88.9 5.078125
Coiled-coil domain-containing protein 65 CCDCBS 57.3 2.066115702
Keratin, type | cytoskeletal 27 KRT27 49.8 8.932461874
Zinc finger protein 585A ZNF585A 87.9 5.201560468
V-type proton ATPase subunit B, kidney isoform ATP6V1B1 56.8 6.237816764
MC Raw 264.7 DDB1- and CUL4-associated factor 5 DCAF5 1039 4.564755839
Baculoviral IAP repeat-containing protein 1 NAIP 159.5 2.352102637
BMP /retinoic acid-inducible neural-specific protein 2 BRINP2 88.9 4.342273308
ATP-dependent RNA helicase DDX18 DDX18 75.4 5.820895522
Olfactory receptor 8D2 OR8D2 34.8 12.86173633
Metabotropic glutamate receptor 2 GRM2 95.5 4.243119266
Nombre de la proteina Simbolo Matseaé z‘&'ﬁg;‘)la" Covertura %
B CapZ-interacting protein Resdl 441 10.4368932
Protein Ift140 1ft140 165.8 3.073770492
Keratin, type Il cytoskeletal 5 Krts 61.7 8448275862
Ubiquinone biosynthesis protein C0Q4 homolog, Coq4 30.1 5.263157895
& mitochondrial
Base de datos Murina Elongation factor 1-alpha 2 Eefla2 504 2375809935
Fibrinogen gamma chain Fgg 50.3 2.031602709
MC Raw 264.7 MC Raw 264.7 Enolase-phosphatase E1 Enophl 286 16.34241245
+PC3 E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 Herc2 527.1 0.992555831
Transmembrane protein 184A Tmem184a 46.8 9411764706
GTP-binding nuclear protein Ran 1700009N14Rik 243 19.90740741
Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial Opal 113.2 4.294478528
hinod mici iated protein-like 4 Emla 109.9 3.846153846
Thymic stromal cotransporter protein Slca6a2 52 8977035491
Protein Gm9923 Gm9923 67.4 6.209150327
Striatin-4 (Fragment) Strn4 239 16.88888889
DEP domain-containing protein5 Depdc5 180.3 2011313639
Protein KIAA0100 Kiaa0100 254.3 1.745747538
Cullin-3 Cul3 889 5.078125
Transcription factor Dp-2 Tfdp2 429 11.39896373
Chloride channel protein Clené 97.1 4925544101
Contactin-associated protein 1 Cntnapl 156.2 2454873646
Serine/threonine-protein kinase PINK1, Pink1 63.1 6.896551724
mitochondrial
Ribonuclease P protein subunit pa0 Rpp40 415 9.917355372
ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit B1 Atp6vibl 56.8 6.237816764
Espin Espn 154.4 1921708185
Cornifin-A Sprrla 158 25
Mcpc3 GRIP1-associated protein 1 Gripapl 95.9 3464755078

Figura 47- Proteinas diferenciales en medios condicionados del co-cultivo entre PC3 y Raw264.7.
A) Diagrama de Venn y lista de proteinas diferenciales para la condicion co-cultivo PC3-Raw
264.7 cuando los resultados de espectrometria de masa se compararon contra una base de datos
de proteinas humanas. B) Diagrama de Venn y lista de proteinas diferenciales para la condicién
co-cultivo PC3-Raw264.7 cuando los resultados de espectrometria de masa se compararon
contra una base de datos de proteinas murinas.
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Debido a la alta homologia entre las proteinas humanas y murinas, se
observa que las dos bases de datos son muy similares, lo cual puede generar
dificultades a la hora de discernir si la fuente de una proteina es humana o
murina, en una muestra compleja como los MC del co-cultivo. Si bien esto fue
considerado en el tratamiento de los datos analizando MC de células PC3 contra
bases de datos murinas (Figura 47 B Circulo verde del diagrama de Venn) y MC
de células Raw264.7 contra bases de datos humanas (Figura 47 A Circulo verde
del diagrama de Venn), esto solo contempla aquellas proteinas liberadas cuando
las células crecen solas. En los MC de co-cultivo, se observan poteinas como
Culin-3, que aparece en las listas diferenciales al comparar contra las base de
datos tanto humana como murina, ejemplificando la dificultad para discernir qué

tipo de célula dio origen a esta proteina.

Entre esas 32 proteinas diferenciales humanas halladas en los MC del co-
cultivo de células PC3 y células Raw264.7 se encontraba el activador de
plasmindgeno tipo uroquinasa (PLAU). Est4 descripto que PLAU facilita la
migracion e invasion del CaP, y que su sobreexpresion esta asociada a tumores
mas agresivos. Ademas, su expresidn es mayor en metastasis 6seas que en

metastasis a higado o médula?'®.

Al estudiar el efecto de la expresiéon de PLAU en la sobrevida libre de
recaida de los pacientes (Ross Adams, n=93) no se apreciaron diferencias
significativas entre aquellos con tumores que mostraban alta o baja expresion de
PLAU (HR: 0,66; p=0,1) (Figura 48 A). Sin embargo, encontramos que la
sobrevida general (Sboner, n=281) fue significativamente menor en aquellos
pacientes con tumores prostaticos que expresaban altos niveles de PLAU (HR:
1,81; p=0,00018) (Figura 48 B, panel superior). Por otro lado, se realiz0 un
analisis multivariado en el que se incluyeron la expresiéon de PLAU, la edad y el
grado de Gleason de los pacientes al momento del diagnostico. Aun
considerando todas estas variables, se mantiene una correlacion significativa
entre la alta expresion de PLAU en los tumores y una menor sobrevida general
de los pacientes (HR: 1,46; p=0,021) (Figura 48 B panel inferior). Esto significa,
gue los cambios en la expresion de PLAU son independientes de la edad del
paciente y del grado de Gleason, permitiendo pensar que el analisis clinico de

los niveles de PLAU podria brindar informacién complementaria, a fin de mejorar
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el diagnostico y/o la estratificacion de los pacientes.
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Figura 48- A) Sobrevida libre de recaida (meses), en pacientes con alta (rojo) o baja (negro)
expresion para PLAU, en el dataset de Ross-Adams (n=93); HR= Hazard ratio (intervalo de
confianza95%). Se toma al grupo de baja expresion como grupo de referencia. Los resultados
muestran que no hay diferencias significativas entre la expresion de PLAU y la sobrevida libre de
recaida. B) 1) Sobrevida general (meses), en pacientes con alta (rojo) o baja (negro) expresion
de PLAU, en el dataset de Sboner (n=281); HR= Hazard ratio (intervalo de confianza95%). Se
toma al grupo de baja expresiébn como grupo de referencia. El analisis de sobrevida general,
muestra que la alta expresién de PLAU esta asociado significativamente a una menor sobrevida.
1) TABLA: Analisis del Hazard ratio asociado a la expresion de PLAU. Univariado: HR y su
intervalo de confianza, en base a la expresion de PLAU (se toma al grupo de baja expresién
como referencia). Multivariado: HR y su intervalo de confianza, en base a la expresion de PLAU,
ajustado por edad (grupos de edad: 50-70; 70-80; 90-100) y Gleason score (6; 7(3+4); 7(7+4); 8-
10) (se toma al grupo de baja expresion como referencia).

Teniendo en cuenta que PLAU cumple su funcion en el espacio
extracelular, los efectos beneficiosos para la progresion tumoral podrian ser
consecuencia de la accion tanto del PLAU proveniente de las células tumorales
como del producido por otras células del microambiente. En relacién con esto, el
analisis de la expresion génica por RT-qPCR revelod que los niveles de ARNm de
PLAU no se vieron modificados en células PC3 cuando crecieron en co-cultivo
con los precursores osteoclasticos (Figura 49 A), mientras que fue evidente un
aumento de la expresion de Plau en células Raw264.7, cuando éstas crecieron
en presencia de las células tumorales (Figura 49 B). En base a este resultado
consideramos prudente no descartar la posibilidad de que haya un aporte de
PLAU por parte de las células 6seas a los MC. Teniendo en cuenta esto,
decidimos hacer un analisis mas detallado del péptido de PLAU. Se analizaron
los espectros de fragmentacion tedricos esperados en ambas especies para el
péptido identificado (Anexo I, tablas 1 y 2), y se compararon entre si, y con el
espectro experimental que el Proteome Discoverer asigno a la proteina PLAU

humana (Anexo Il, espectro 1). Encontramos que las series de iones y y b son
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muy parecidas en ambas especies, y que en la seccion en la que difieren, la serie
no se cubre con el espectro experimental obtenido. Sin embargo, las masas de
los péptidos parentales son diferentes, indicando que el péptido hallado se
corresponde con PLAU de origen humano ya que su masa condice con la hallada

experimentalmente.
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Figura 49- Niveles de expresion evaluados mediante RT-gPCR, de: A) PLAU en células PC3
crecidas solas o en co-cultivo (24h) con células Raw264.7. B) Plau en células Raw264.7 crecidas
solas o0 en co-cultivo (24h) con células PC3. Los valores fueron relativizados utilizando PPIA
(para muestras de PC3) o 36b4 (para muestras de Raw264.7) como gen estdndar y se
normalizaron respecto de la condicion control. Significancia estadistica respecto del control; *
p<0,05.
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1. Expresiéon de genes involucrados en la tumorigénesis y/o en la requlacion

de laremodelacidon 6sea

El cancer es la segunda causa de muerte en Argentina, siendo el CaP el
tumor con mayor incidencia en hombres y el tercero en mortalidad!!. Aunque hay
un gran namero de individuos con CaP, la mayoria de los que reciben este
diagndéstico no mueren por la enfermedad®?1’. Aun asi, se ubica cuarto entre los
tumores con mayor mortalidad en varones en la poblaciéon argentinall.
Estadisticas similares fueron reportadas en EE.UU. donde la tasa de
supervivencia relativa a 5 afios informada en 2017 para los hombres con
diagnostico de enfermedad local o regional fue de 100%, mientras que cayo6 a un
29% para la enfermedad a distancia®?.

Los exdmenes de deteccion pueden identificar el CaP en estadios
tempranos. Sin embargo, hasta el momento no hay evidencia suficiente que
demuestre que el diagnéstico precoz de esta enfermedad en hombres sin
sintomas, reduzca la mortalidad de forma clinicamente significativa. Aln no se
ha comprobado que las pruebas de tamizaje para el CaP tengan mayores
beneficios que riesgos. Por lo tanto, muchos pacientes diagnosticados con CaP
poco agresivo reciben tratamientos que ocasionan efectos adversos sobre su
salud, incluso mayores a los que puede provocar la propia enfermedad**.

Los tumores son generalmente incurables una vez que se diseminan al
hueso?!!. Considerando que en muchos casos la enfermedad puede permanecer
indolente mientras est4 confinada a la glandula prostatica y que los efectos
adversos del tratamiento pueden ser mas perjudiciales que la propia
enfermedad, una mejor comprension del proceso metastasico del CaP hacia el
hueso puede ayudar a encontrar nuevos biomarcadores o blancos moleculares
que permitan predecir y/o prevenir esta etapa de la enfermedad, en la cual el
tumor se vuelve altamente agresivo y la mortalidad aumenta drasticamente.

El concepto de nicho pre-metastasico ha surgido como un medio a través
del cual un tumor primario es capaz de preparar sitios de metastasis. Un tumor
primario puede condicionar la médula 6sea a través de la produccion de factores
circulantes que tienen como blanco células en el microambiente 6seo, y de esta
manera hacerlo propicio para la localizacion y colonizacion por parte de las
células tumorales. Estudios pre-clinicos demostraron que la resorcién ésea

puede regular la movilizacion y el homing de las HSCs. Los tumores que hacen
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metastasis 0seas pueden usar los mismos mecanismos fisiologicos que usan las
HSCs para alojarse en el hueso, compitiendo con estas por la ocupacion de su
nicho en la médula 6sea?*.

La interaccion bidireccional entre las células del hueso y las de CaP
sugieren que no solo factores derivados de las células tumorales afectan a las
células 6seas, sino que también las células del microambiente 6seo pueden
estimular el crecimiento del tumor metastasico®’. Numerosos experimentos han
respaldado la importancia de esta interaccion. La comunicacion entre las células
de CaP y las células del microambiente del hueso es comunmente llamada el
“ciclo vicioso”, en el cual el crecimiento del tumor afecta el remodelamiento 6seo
y éste a su vez afecta el desarrollo tumoral. Diversas vias de sefalizacién
contribuyen a este ciclo°.

Con el objetivo de abordar experimentalmente la hipotesis sobre la
comunicacién que se establece entre las células tumorales y los precursores
0seos en el nicho metastasico, utilizamos un sistema in vitro de co-cultivo el cual
permite evaluar los cambios mediados por los factores solubles secretados en
ausencia de contacto directo entre la célula tumoral y la célula dsea.

El papel de factores solubles en la modificacion de respuestas celulares
es un tema recurrente de estudio en todos los tejidos y sistemas. En un intento
de simplificar la compleja relacion entre los varios subtipos celulares que
componen un organismo multicelular, se han desarrollado técnicas in vitro para
ayudar a los investigadores a adquirir una comprension detallada de las
poblaciones de células individuales. Una de estas técnicas es el uso de insertos
con membranas permeables que permiten la difusion de los factores solubles
secretados. De esta manera, una poblacién de células que crecen en insertos
puede ser co-cultivada en un pocillo que contenga un tipo celular diferente con
el objetivo de evaluar cambios celulares en respuesta a la sefializacion paracrina
en la ausencia de contacto directo entre las células. Tales sistemas de co-cultivo
ofrecen varias ventajas sobre otras técnicas similares, como la sefializacién
bidireccional, la polaridad celular conservada y la deteccion de cambios
especificos a nivel celular de cada poblacién?!?. Ademas de ser utilizado en el
campo de la inflamacion, el cancer, la angiogénesis y la diferenciacion, estos
sistemas de co-cultivo son de importancia primordial en el estudio de las

relaciones complejas que existen entre los diferentes subtipos celulares
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presentes en el sistema nervioso central, particularmente en el contexto de la
neuroinflamacion?®3,

La eficacia de esta metodologia permitio identificar factores claves en la
metastasis 6sea del CaP como DKK13%¢, FGF93’, FGFR1%, etc. Mediante el uso
de este sistema de co-cultivo in vitro se explor6 ademas la asociacion entre las
células tumorales y las células endoteliales y se comprobaron los cambios
coordinados en los perfiles de expresion génica y en las propiedades fenotipicas
de las células endoteliales en distintas condiciones de co-cultivo?42%,
Recientemente se reportd la importancia de los cambios metabdlicos que
ayudarian al direccionamiento de las células endoteliales hacia la invasion y la
metéstasis en el microambiente metastasico heterogéneo de los tumores
prostaticos?*®,

En este trabajo de tesis corroboramos que existe una interaccion mediada
por factores solubles entre las células de CaP y diferentes células 6seas tanto
de linaje osteoclastico (linea celular Raw264.7) como de linaje osteoblastico
(PMOs vy linea celular MC3T3), la cual se evidencid por la alteracién en la
expresion de diferentes genes, tanto en las células tumorales como en las células
Oseas cuando se encontraban en co-cultivo.

Genes como PTHrP y OPG mostraron un aumento en su expresion en
células PC3 cuando estas células tumorales fueron co-cultivadas con los
progenitores 0seos, tanto con células Raw264.7 como con células MC3T3. Estos
datos indican claramente que la comunicacion con las células 6seas provoca un
aumento significativo de estos factores en las células tumorales
independientemente del linaje de procedencia de los progenitores.

La produccion de PTHrP por tumores prostaticos primarios esta asociada
con el incremento del tamafo tumoral y la velocidad de crecimiento, como se
comprobé en modelos animales?®, sugiriendo que PTHrP actia mediante
mecanismos autdcrinos e intracrinos para promover el crecimiento tumoral. Por
el contrario, en este mismo modelo y en un modelo de inyeccion intracardiaca
de CaP, PTHrP no se encontr6 asociado con un incremento del potencial
metastasico’®. Esto sugiere que PTHrP pareceria poco relevante en la
progresion Osea del tumor, pero dentro del microambiente 0seo, donde las
células blanco (osteoblastos) y sus receptores estan presentes, puede jugar un

papel critico en la respuesta del hueso al carcinoma prostatico?’°. Se propuso
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que el PTHrP derivado del tumor cumple una funcion determinante en la
metéstasis esquelética a través de un ciclo vicioso en el cual PTHrP aumenta la
remodelacion del hueso y la liberacion de numerosos factores biolégicos,
promoviendo de esta forma un nicho fértil para el crecimiento tumoral*®®.

Es bien conocida la funcién de OPG debido a su capacidad para unirse a
RANKL y funcionar como un receptor sefiuelo (decoy), cumpliendo una funcion
critica en la osteoclastogénesis. El balance preciso de la interaccion entre
RANK/RANKL/OPG es responsable del mantenimiento de la homeostasis de la
resorciéon 6sea?!’. En cuanto a su funcién en las células tumorales, se han
reportado efectos antiapoptéticos en células PC3 al funcionar como receptor
decoy de TRAIL?%,

En conclusién, el aumento en los niveles del ARNm de PTHrP y OPG en
las células PC3 en respuesta al co-cultivo con los progenitores 6seos, serian
mecanismos implementados por las células tumorales para favorecer su
crecimiento frente a sefales derivadas de factores solubles que median la
comunicacién entre los diferentes tipos celulares.

El pre-tratamiento con hemina previno el efecto sobre la expresion de
PTHrP y OPG en las células tumorales cuando estas fueron co-cultivadas con
los precursores 0seos. De esta manera, el pre-tratamiento con este compuesto
estaria impidiendo la activacion de mecanismos pro-tumorales en las células
PC3 durante la interaccion de éstas con las células 6seas.

Por otro lado, ciertos efectos del pre-tratamiento con hemina fueron a su
vez modulados por el co-cultivo con células MC3T3. En particular, se observo
que la induccion de la expresion de IL-6 e IL-8 por efecto de la hemina se perdia
cuando las células tumorales eran co-cultivadas con los precursores de
osteoblastos. Esta modulacion no se aprecio frente al co-cultivo de las células
tumorales con los precursores osteoclasticos.

El aumento de IL-6 podria favorecer el crecimiento de las células
tumorales?!!. En carcinomas de préstata avanzados, STAT3 se encuentra
constitutivamente activo y el aumento de pSTAT3 en muestras de tumores de
pacientes se correlaciona con la severidad de la enfermedad y el menor tiempo
de sobrevida?'®2?20, Se cree que esta induccién de STAT3 es consecuencia de
los niveles circulantes aumentados de IL-6 en los individuos con CaP refractario

a hormonas??l. No obstante, se describié que la induccién de HO-1 es capaz de
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inhibir la activacion de STAT3, uno de los eventos de sefializacion mediados por
IL-6 mejor descriptos®%222, En este contexto, trabajos previos de nuestro
laboratorio demostraron que HO-1 bloquea la actividad trascripcional de STAT3
inducida por IL-6, provocando la retencion citoplasmatica de este factor de
transcripcion cuando las células tumorales prostaticas son tratadas con hemina.
Asimismo, en tumores PC3HO-1 xenotransplantados en ratones nude se
comprobd que STAT3 se encontraba predominantemente en el citoplasma en
comparacion con los tumores controles€,

Cuando las células tumorales llegan al hueso producen factores pro-
osteoliticos (por ejemplo, RANKL, IL-6, PTHrP, DKK-1). A causa de la resorcion
Osea se liberan factores de crecimiento que estaban inmovilizados en la matriz
alterando el microambiente y el fenotipo de las células tumorales??3. En el
microambiente 0seo IL-6 estimula el crecimiento de osteoblastos y la
diferenciacion de osteoclastos??. Se reportd que IL-6 y TNF producidos por las
células tumorales pueden conducir a un aumento en la expresion de RANKL en
los osteoblastos y en las células estromales de la médula 6sea??>. Ademas, IL-6
es capaz de inhibir la ontogénesis mediada por Wnt a través de la estimulacion
de DKK1 en las células tumorales, causando un desbalance en la homeostasis
del hueso y una degradacion 6sea aumentadas?.

Respecto a IL-8, esta citoquina puede estimular la migracion basal del
CaP de manera aut6crina®?®. Ademas, esta interleuquina estéa involucrado en la
proliferacion y supervivencia de las células tumorales en el microambiente de la
médula 6sea3’.

La angiogénesis tumoral juega un papel importante en la diseminacion del
tumor. Tumores con alto grado de angiogénesis tienen lugar in vivo en asociacion
con la metastasis??’. En el cancer de mama, desde el momento en que las
células tumorales se localizan en el microambiente dseo, pueden liberar factores
que estimulan la resorcion y la angiogénesis llevando al crecimiento de
metastasis 0seas Yy el subsecuente aumento selectivo de la atraccion de nuevas
células tumorales al hueso??8. Se ha comprobado que la sintesis del mediador
pro-angiogénico IL-8 también puede ser modulada por HO-1 en diversos tipos
celulares. El tratamiento de células HUVEC (células endoteliales vasculares
umbilicales humanas) con S-nitroso-acetilpenicilamina (SNAP), un donante de
NO, resulté en un aumento de la expresion de HO-1 y de los niveles de VEGF e
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IL-822°. La disminucion en los niveles de HO-1, mediante la transfeccién con un
siRNA especifico o con oligonucleétidos antisentido, provoco una caida en la
induccion de VEGF e IL-8 por tratamiento con SNAP. M&s aun, la sintesis de IL-
8 se redujo en presencia de anticuerpos neutralizantes de VEGF, mientras que
los niveles de este ultimo factor no se modificaron cuando se usaron anticuerpos
neutralizantes anti-IL-8. De esta manera, los autores propusieron la existencia
de una cascada molecular NO/HO-1/VEGF/IL-8 en las células endoteliales??°.
Por el contrario, otros resultados sugieren que la produccién de IL-8 es
independiente de la induccion de HO-1 en células HMEC-1 (células endoteliales
de la microvasculatura humana)?®. La deficiencia de HO-1 en humanos vy
ratones resulta en injuria oxidativa severa en las células endoteliales'®®. Es asi
que la marcada induccién de la expresion de HO-1 en condiciones de estrés
oxidativo, sugiere que esta proteina puede estar particularmente involucrada en
la angiogénesis asociada a condiciones inflamatorias. De hecho, el aumento de
vascularizaciéon en tumores que sobre- expresan HO-1135, el nexo entre HO-1y
la angiogénesis en la artritis reumatoidea®3! y su importancia en la cicatrizacién
de heridas?3? confirman dicha hipétesis.

Sin embargo, el rol de HO-1 puede variar en distintas condiciones y se
propuso que esta proteina cumpliria una funcion dual in vivo. Bussolati y
colaboradores'®®, demostraron que la induccién de la angiogénesis mediada por
VEGEF requiere la actividad de HO-1 mientras que, en condiciones inflamatorias,
la formacion de nuevos vasos sanguineos se atenula por la sobreexpresion de
HO- 1. De esta manera, la influencia positiva o negativa de HO-1 en la
angiogénesis depende de las diferentes condiciones tisulares?3. En nuestro
laboratorio demostramos que la sobreexpresion de HO-1 en células tumorales
prostéticas regula negativamente la expresién de genes angiogénicos e inhibe
este proceso in vivol#?. Recientemente, también demostramos que el pre-
acondicionamiento con hemina en el sitio de inyeccion del tumor en animales
inmunocompetentes retarda el crecimiento tumoral afectando la respuesta
inmune e impidiendo la neo vascularizacion’4,

En cuanto a la expresion de las citoquinas IL-6 e IL-8 los resultados de
este trabajo indican que el tratamiento con hemina podria favorecer el desarrollo
tumoral, sin embargo, el efecto inhibitorio de la induccién de HO-1 sobre la

sefalizacion de STAT3 atenuaria los efectos pro-tumorales de IL-6.
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Estos resultados en conjunto con la atenuacion por parte de la hemina del
efecto del co-cultivo sobre PTHrP y OPG, anteriormente mencionada, permiten
pensar que la induccién de HO-1 en las células tumorales podria alterar la
interaccion con el nicho 6seo dificultando de esta forma la progresion de la
enfermedad.

Se reporté que HO-1 juega un papel importante durante la diferenciacion
de las células madre de médula 6sea, regulando de esta manera la
osteoblastogénesis y la resorcion éseal®.

El andlisis de los niveles de expresiéon de Hmox1 en los precursores 0seos
reveld que en células MC3T3 el co-cultivo con células PC3 pre-tratadas o no con
hemina produjo una disminucion en la expresion del ARNm de HO-1. Por otro
lado, el co-cultivo con las células tumorales gener6 un aumento sobre la
expresion de Hmox1 en las células Raw264.7, solo cuando fueron co-cultivadas
con las células de CaP pre-tratadas con hemina.

HO-1 regula positivamente la diferenciacién de osteoblastos. Se reportd
gue el aumento en los niveles de HO-1 incrementa el direccionamiento hacia el
linaje osteoblastico de las MSC en detrimento de la diferenciacion a
adipocitos!®233, En cuanto a su efecto sobre la resorcién ésea, la induccion de
HO-1 bloquea la formacion de osteoclastos asi como la formacién de hoyos de
resorcion in vitro, y es capaz de interferir con la formacion de osteoclastos in
vivol®’, actuando como un agente bloqueante de la resorcién reduciendo la
degradacioén del hueso?342%,

Una vez diferenciado, el osteoblasto comienza a secretar Collal, una
proteina de matriz extra celular. En general, Runx2, ALP, BSP y Collal son
marcadores tempranos de la diferenciacion de osteoblastos?3¢. Si bien el analisis
de los niveles ARNm de Collal evidencié un aumento en su expresion en las
células MC3T3, durante el co-cultivo con células PC3 pre-tratadas 0 no con
hemina, la expresion de Runx2 solo se vio aumentada en presencia de las
células tumorales pre-tratadas con hemina. Este resultado podria sugerir que el
pre-tratamiento con esta droga de las células de CaP modula su interaccién con
las células MC3T3 cuando estan en co-cultivo, favoreciendo la diferenciacion

osteoblastica.
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La regulacion de la osteoclastogénesis por parte de las células del linaje
osteoblastico es mediada a través del receptor RANK, su ligando RANKL y OPG
L. RANK se expresa en la superficie de los precursores y de los osteoclastos
maduros, mientras que OPG y RANKL son sintetizados por los osteoblastos y
las células estromales, y han sido identificados como las dos principales
citoquinas de la diferenciacién y activacion de osteoclastos?®’. Luego del inicio
de la mineralizacion, la expresion de OPG aumenta en cultivos de osteoblastos
comparados con cultivos menos maduros’?.

Bajo las condiciones experimentales ensayadas en esta tesis, la
expresion de Opg no presenté cambios respecto del control en células MC3T3
cuando estas fueron co-cultivadas con células PC3, mientras que el co-cultivo
con las células de CaP pre-tratadas con hemina provocé una disminucion en la
expresion de este gen.

Si bien la disminucion de la expresion de Opg en células MC3T3 co-
cultivadas con PC3 pre-tratadas con hemina podria favorecer la diferenciacion y
activacion de osteoclastos en el contexto del microambiente 6seo, la expresion
de Rank en las células Raw264.7 también sufrid una disminucion solo cuando
fueron co-cultivadas con las células tumorales pre-tratadas con el inductor de
HO-1. Esto podria conducir a una menor sensibilidad a la sefializacién via
RANKL por parte de estas células, en detrimento de la diferenciacion y activaciéon

de osteoclastos.

. Factores relevantes en la colonizacion del nicho 6seo por las células

tumorales prostaticas

Como se menciond en la seccion de resultados, ANXA2 y su receptor
facilitan el asentamiento de las células tumorales en la médula 6sea'?*, y a través
de RANKL y CSF1 favorecen la formacion de osteoclastos, cumpliendo asi un
rol importante en la fisiologia del hueso y en el crecimiento de las células
tumorales en este tejido?38,

Dado los efectos antitumorales ejercidos por HO-1 en la carcinogénesis
prostatica demostrado por los trabajos de nuestro laboratorig140-142.160.171-174 '\ng
de los objetivos de nuestro grupo en los ultimos afios ha sido tratar de identificar

las proteinas que interactian con HO-1, las cuales podrian estar implicadas en
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la regulacion de los eventos biologicos claves de la tumorigénesis. Asi, mediante
estudios protedmicos, hemos construido lo que denominamos el “interactoma de
HO-1"173, Del andlisis de este interactoma identificamos a ANXA2 y decidimos
profundizar el andlisis de esta proteina dada su importancia en el CaP y en la
fisiologia del hueso.

Utilizando el modelo de co-cultivo encontramos un aumento significativo
en la expresion de ANXA2 y su receptor en las células PC3 cuando crecian en
presencia de los precursores osteoclasticos. El hallazgo mas sorprendente de
estos experimentos es el que obtuvimos al analizar la localizacion de esta
proteina en las células Raw264.7. Comprobamos que ANXA2 sufre una
internalizacion translocandose desde la membrana hacia el interior del precursor
0seo, cuando éstos fueron co-cultivados con células PC3. Este efecto podria
explicarse, al menos en parte, por la disminucién en la concentracién de Ca?*
detectada en el medio condicionado para dicha condicién experimental. De
acuerdo a la literatura y como se describi6é previamente, ANXA2 se localiza en la
membrana formando un heterotetramero con la proteina S100A10 y este
proceso es dependiente de la disponibilidad de Ca?* 297, Nuestros resultados
ademas demostraron que frente al co-cultivo con las células tumorales pre-
tratadas con hemina, este cambio en la localizacion de ANXA2 en las células
Raw264.7 no se evidencid, siendo esto consistente con el mantenimiento de la
concentracion de Ca?* en niveles similares a los de la condicion control.

Previamente hemos reportado que la induccion farmacoldgica de HO-1 en
las células tumorales puede modificar el microambiente &éseo vy
subsecuentemente afectar la metastasis del CaP'?’. En linea con estos
hallazgos, los cambios en la expresion y/o localizacion de ANXA2 en células
tumorales y precursores osteoclasticos podrian tener consecuencias tanto en el
direccionamiento, pegado y colonizacion del nicho 6seo por parte de las células
tumorales, como asi también sobre la diferenciacion/activacion de osteoclastos
y consecuentemente sobre el balance entre células progenitoras formadoras y
degradadoras del hueso.

En base a estos datos decidimos investigar si los niveles de ANXA2 tienen
valor predictivo para la progresion de la enfermedad. El andlisis bioinformatico
de datos de RNAseq de muestras de pacientes de repositorios publicos mediante

la plataforma Oncomine!® y en el set de datos de TCGA-PRAD®, revelé que
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ANXAZ2 esta significativamente sub-expresada en el CaP comparado con la
prostata normal. Ademas, este gen se encuentra entre el 10% de los genes mas
consistentemente sub-expresados en CaP respecto de la gandula normal, en los
trabajos analizados utilizando Oncomine, reflejando su importancia en la
carcinogénesis prostatica. Esta reduccion también se corroboré a nivel de
proteina por IHQ mediante el analisis de los datos de la plataforma publica THE
HUMAN PROTEIN ATLAS!% para muestras de carcinoma préstatico. Asi mismo
pudimos corroborar estos resultados en nuestro laboratorio mediante ensayos
de inmunohistoquimica realizados sobre un TMA de origen comercial, donde
estaban representadas diferentes patologias protaticas (US Biomax Inc.
#pR8011a).

Por otro lado, menores niveles de expresion de ANXA2 se correlacionaron
con un tiempo libre de recaida disminuido (Ross Adams; GSE707691%), siendo
este resultado independiente tanto del grado de Gleason como de los niveles de
PSA. El andlisis de datos de sobrevida (Shoner; GSE 16550%°?) evidencié un
tiempo de sobrevida general mas prolongado en pacientes con tumores con alta
expresion de ANXA2, solo cuando éstos se correspondian con grados de
Gleason altos. Si bien, esto nos lleva a pensar que el estudio de los niveles de
expresion de ANXA2 no brindaria informacion que complemente a la
clasificacion dada por el grado histopatolégico, el analisis multivariado de estos
datos indicdé que las diferencias en la sobrevida respecto de los niveles de
expresion de ANXA2 eran independientes tanto de la edad como del grado de
Gleason, dentro del grupo de alto Gleason (7:4+3 a 10). Por lo tanto los niveles
de ANXA2 podrian tener valor diagnostico/prondstico para el CaP avanzado.

No obstante, teniendo en cuenta las propiedades de ANXA2 como
molécula de adhesién y quimioatractante de las células de CaP*?42%  Shiozawa
y col. han propuesto que la falta de ANXA2 en el tumor primario podria ejercer
una presion selectiva sobre los canceres prostaticos favoreciendo no solo el
desprendimiento de células del tumor primario, sino también la migracion hacia
el hueso, un nicho rico en ANXA2 donde ademas podria favorecer el anclaje de
la célula tumoral'?*. Considerando esto, decidimos profundizar el estudio
analizando repositorios de datos que contaban con informacién de metastasis!®°
con el fin de tener una mejor comprension del rol de ANXA2 en la tumorigénesis

prostatica y su progresion 6sea. Lo que encontramos fue que los niveles de esta
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proteina eran mayores en muestras de CaP metastasico respecto de muestras
de tumores prostaticos primarios, y esta diferencia fue aun mas significativa
cuando solo fueron consideradas las muestras provenientes de metastasis
Oseas. Este resultado es consistente con el aumento de ANXA2 observado en
células PC3 como consecuencia del co-cultivo con células 0seas, indicando que
el nicho éseo modula la expresion de ANXA2 en la célula tumoral prostatica,
probablemente favoreciendo de esta manera el anclaje y progresion de la célula

tumoral en el nicho metastasico.

La funcion de ANXA2 mejor descripta es su interaccion con el activador
tisular del plasmindgeno (tPA/PLAT) asi como su sustrato, el plasmindgeno
(PLG), promoviendo la conversion de este Ultimo en la serin-proteasa activa
plasmina por el cual regula la fibrindlisis, facilita la remodelacion de tejidos, activa
MMPs, degrada matriz extracelular y participa en la angiogénesis cuando se
localiza en la superficie extracelular tanto de células endoteliales como
tumorales®®. La activacion del PLG también puede estar mediada por
uPA/PLAU, contribuyendo al desarrollo tumoral y metastasico??®. En linea con
esto, el analisis bioinformatico de repositorios de datos de pacientes reveld que
altos niveles de expresion de PLAU en tumores prostaticos correlacionaba con
una menor sobrevida de dichos individuos. También observamos que esta
relacion era independiente de la edad del paciente, considerado como el principal
factor de riesgo, y del grado de Gleason del tumor que es el factor prondstico
mas importante para la enfermedad con el que se cuenta actualmente.

Mediante el andlisis proteémico de los MC, hemos sido capaces de
encontrar la presencia de PLAU como proteina diferencial en los MC del co-
cultivo entre células PC3 y células Raw264.7. Como se menciono, el PLAU
hallado en los medios condicionados fue liberado por las células tumorales ya
que la masa del péptido detectado se condice con la masa teorica del péptido
humano. Sin embargo, no debe descartarse la posibilidad de que las células
Oseas también aporten a los niveles de PLAU en el medio condicionado del co-
cultivo, dado que en esta condicion experimental se detectdé modulacion en los
niveles de Plau solo en las células Raw264.7, aumentando su expresion respecto

de la condicion control.
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De esta manera podria pensarse en PLAU como un posible biomarcador
que brinde informacion complementaria a los factores prondstico/diagndéstico
usados actualmente. Ademas, dado que es una proteina de secrecion, los
cambios en su concentracion en el microambiente tumoral podrian traducirse en
cambios en sus niveles en sangre, que le permitirian actuar como biomarcador
seérico de la enfermedad.

En trabajos previos demostramos que la induccion de HO-1 produce una
disminucién de la expresion de los componentes de la via de PLG (PLAU,
PLAUR, PLAT), mientras que aumenta la expresion de los inhibidores de la via
(CBP2, SERPINF2, F12) en células de CaP, con una concomitante disminucion
de PLAU en los medios condicionados de las mismas'’32%, Esto indicaria que
HO-1 regula negativamente esta via, modulando la expresion de los
componentes de la misma. Por otro lado, como ya se menciond, una de las
funciones mejor descriptas de ANXA2 es su translocacion a la membrana y
participacion en la activacion del PLG. Ademas, ANXA2 fue hallada en el
interactoma de HO-1173, Teniendo esto en consideracion, podemos sugerir que
frente a la induccion de HO-1, ésta podria unirse a ANXA2 reteniéndola en
citoplasma e impidiendo su accion en la activacion del PLG. El fundamento de
esta hipétesis se basa en la capacidad de HO-1, previamente demostrada por
nuestro laboratorio, de retener en citoplasma factores como STAT3 y NFkB,
apagando estas vias de sefializacion e impidiendo que actuen como factores de
transcripcion nucleares!#?1%0, a capacidad de unirse a proteinas con estructuras

tan disimiles podria explicar los efectos pleiotrépicos de HO-1.

. Caracterizacion morfélogica, genética y fisioldégica a nivel 6seo de

animales BALB/c Hmox1 +/+; +/-; -/-.

El hueso es un tejido dindmico que se somete a una remodelacion
homeostatica mediada por las actividades balanceadas de osteoblastos y
osteoclastos?3*. La disrupcion de este balance por la presencia de células
tumorales convierte el nicho 0seo normal en un nicho tumoral o
metastasico?4?24!, HO-1 juega un papel critico en la fisiologia de este proceso?*2.
Se reporté que la ausencia de HO-1 lleva a una masa 6sea disminuida en

ratones234,
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El analisis histomorfométrico de los fémures de ratones de la cepa BALB/c
Hmox1 +/+; +/- y -/- reveld una disminucién del volumen 6seo concomitante con
la pérdida de Hmox1. En linea con estos hallazgos, se observo un menor nimero
de osteoblastos, con la consecuente reduccion de los parametros osteogénicos.
Estos resultados son consistentes con las funciones descriptas para HO-1. Se
reportd que la expresion y la actividad de HO-1 son esenciales para la
diferenciacion de las MSCs hacia el linaje osteoblastico, como asi también son
necesarias para el crecimiento de los mismos?43. Ademas, se comprobé que la
inhibicion de HO-1 favorece la diferenciacion de las MSCs hacia la formacion de
adipocitos, con la consecuente disminucion en la formacion de
osteoblastos!9243.244 Cabe destacar que, a pesar de la menor densidad 6sea,
los huesos de los animales KO tenian una mayor longitud, en concordancia con
el aumento observado en la vasculogénesis, al compararlos con los de los
animales WT o Het (datos no mostrados). Esta observacion es consistente con
los efectos anti-angiogénicos reportados previamente para HO-1142174,

Como ya se ha mencionado, la induccion de HO-1 regula de manera
negativa la diferenciacion de osteoclastos, a la vez que la pérdida de su
expresion pareceria ser un evento necesario para la diferenciacion y activacion
de este tipo celular’®’. En el presente estudio, al analizar los fémures de los
animales genéticamente modificados, se observd que la inactivacion del gen de
Hmox1l tuvo un efecto negativo sobre el nimero y la actividad de los
osteoclastos. Si bien estos resultados contrastan con las funciones de HO-1
descriptas para estas células, debe considerarse que en el contexto fisioldégico
las células de linaje osteoblastico son las principales moduladoras de la
diferenciacion y activacién de osteoclastos, y que el menor nimero y actividad
de osteoblastos observada en los animales KO para Hmox1, podria explicar la
disminucion observada tanto en el metabolismo 6seo, como en la diferenciacion
y activacion de osteoclastos. Por otro lado, recientemente se ha reportado que
la inactivacion del gen Hmox1 o el silenciamiento de HO-1 en cultivos primarios
de macréfagos disminuy6 la diferenciacion hacia osteoclastos inducida por
RANKL, y se demostré que HO-1 es prescindible cuando la osteoclastogénesis
ya fue inducida (osteoclastos en etapa temprana)?*®. Ademas, se comprob6 que
no solo las HSCs (células que dan origen al linaje mieloide, a partir del cual se

generan los osteoclastos) provenientes de animales Hmox1’ exhibian un
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envejecimiento prematuro, con la consecuente pérdida de su potencial
regenerativo, sino que el mismo fendbmeno se hacia evidente al transplantar
HSCs Hmox1** en animales Hmoxl”; mientras que HSCs Hmox1l”
transplantadas en animales WT recuperaban su poder regenerativo, indicando
el rol de HO-1 extrinseca en la prevencion del envejecimiento prematuro de las
HSCs?4,

El analisis de la expresion génica en los PMOs aislados de los animales
con diferentes nimeros de copias para el gen de HO-1 evidencio una correlacion
entre los niveles de expresion de Hmox1 y diferentes genes implicados en la
diferenciacion de osteoblastos o en la regulacion de la fisiologia 6sea como
Runx2, Collal, Csfl, Opg e II-6, coincidiendo no solo con el menor nimero y
actividad de osteoblastos, sino también con la disminucion general del
metabolismo 6seo antes mencionada.

Es bien conocido el efecto antioxidante de HO-1, debido a su capacidad
de degradar el hemo (compuesto pro-oxidante, proveniente de las
hemoproteinas desestabilizadas) produciendo biliverdina que es rapidamente
transformada en bilirrubina, compuesto con potentes propiedades
antioxidantes?*3. Aunque parece existir una asociacion entre HO-1 y la
modulacién de la apoptosis, los mecanismos especificos permanecen poco
claros. Se ha propuesto que parte del papel antiapoptético de HO-1 se basa en
su funcion antioxidante. Esta asociacion entre la reduccion en los niveles de
ROS, con un aumento en la expresion de Hmox1, ha sido demostrada por el
tratamiento de MSCs con CoPP, un potente inductor de HO-1. Se report6 que la
reduccion en los niveles de ROS permitié la restauracion de marcadores

osteoblasticos 243244,

Los PMOs aislados de las calvarias de los animales utilizados en este
estudio mostraron niveles heterogéneos de ROS dentro de cada genotipo,
identificandose una poblacién con bajos niveles de ROS (“Low”) y una con altos
niveles (“High”). El analisis de estos datos revel6 que, comparados con los PMOs
WT, hubo un aumento en la fraccién de células “High” con la consecuente
disminucién en la poblacion “Low”. Este cambio no alterd el porcentaje total de
células positivas para ROS. En el caso de los PMOs KO se observo una llamativa

disminucién en el porcentaje total de células positivas para ROS como
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consecuencia de una disminucién, practicamente total, de la poblacion “High”.
Esto pareceria indicar que la carencia de HO-1 podria establecer un limite
méaximo en los niveles de ROS que estas células pueden tolerar, actuando como
factor de seleccion positivo sobre células con bajos niveles de estrés oxidativo y
por ende, con un metabolismo oxidativo disminuido. De este modo este resultado
concuerda con los parametros observados por histomorfometria reflejando un

metabolismo 6seo general disminuido en estos animales.

. Efecto de la deficiencia de Hmox-1 en osteoblastos sobre la interaccién

con las células de CaP

Como ha sido mencionado anteriormente, HO-1 tiene fuertes implicancias
en la diferenciacion de células madre de médula 6sea?*”-248, La diferenciacion de
osteoblastos esta regulada positivamente por la expresion de HO-1, la cual esta
asociada con una reduccién en los niveles de ROS*%, Tanto la expresién como
la actividad de HO-1 son esenciales para la diferenciacién de las MSCs en
osteoblastos. Si bien niveles basales de HO-1 son necesarios para el crecimiento
de los osteoblastos, un aumento de HO-1 incrementa la diferenciacion de estas
células. Este aumento en la expresion de HO-1 precede un incremento en los
niveles de ARNm de ALP, BMP, Osteonectina y Runx21,

Teniendo en cuenta la implicancia de HO-1 en la diferenciacion de
osteoblastos y considerando que la interaccion mediante factores solubles entre
las células de CaP y los precursores 6seos es capaz de modular la expresion de
Hmox1 en estas ultimas, resulté interesante estudiar el efecto del co-cultivo entre
las células PC3 (pre-tratadas o no con Hemina) y los PMOs provenientes de los

animales con los diferentes genotipos para Hmox1.

Al evaluar los niveles de ROS se encontrd que el co-cultivo con las células
tumorales, pre-tratadas o no con Hemina, tiene un efecto estresor solo sobre los
PMOs Het. Estas células mostraron un incremento en la fraccion positiva para
ROS cuando fueron co-cultivadas con células PC3 o con células PC3 pre-
tratadas con hemina. En particular este aumento esta dado por un incremento
en la poblacién “High”, fraccién que en los PMOs Het ya se encontraba
basalmente aumentada respecto de los PMOs WT. De manera consistente con
los resultados discutidos previamente, el efecto estresor generado por la

142



presencia de células de CaP se hizo evidente solo en PMOs Het, posiblemente
debido a su capacidad regulatoria disminuida, mientras que no tuvo efecto sobre
los PMOs WT, ya que éstos serian capaces de compensar el efecto del co-cultivo
y mantener estable su estado oxidativo. Por otro lado, como ha sido mencionado,
los PMOs KO no serian capaces de tolerar altos niveles de ROS. Es asi que la
presencia de las células tumorales no generé cambios en los niveles de ROS de
los PMOs KO, ya sea porgue en estas células no aumentan los niveles de ROS
(favoreciendo su supervivencia ante la carencia de HO-1), o porque aquellas
células donde los niveles de ROS pudieron haber aumentado por efecto del co-

cultivo, no fueron capaces de sobrevivir debido a la falta de HO-1.

Mediante el andlisis de la expresion génica, en primer lugar, se corroboré
la diferencia en los niveles de ARNm de Hmox1 en los PMOs aislados de los
diferentes animales. Con respecto al efecto del co-cultivo, se observé tanto para
los PMOs WT como para los Het que la interaccion mediante factores solubles
con células PC3 modula negativamente la expresion de Hmox1, y este efecto no
se ve modificado por el pre-tratamiento de la célula tumoral con hemina. Este

resultado es similar al obtenido en células MC3T3 bajo las mismas condiciones.

El mismo patron de modulacion de la expresion por efecto del co-cultivo
se observé para Opg en los PMOs con los diferentes genotipos, mientras que
para Csf-1 el comportamiento de la expresion del gen se mantuvo para las
células provenientes de animales WT y Het. En el caso de los KO, no se detectd
la disminucién de Csf-1 por efecto del co-cultivo con las células PC3, pero si fue
evidente cuando las células tumorales fueron pre-tratadas con hemina. Teniendo
en cuenta la correlacion observada entre los niveles de estos genes y Hmox1 en
las células 6seas, podria pensarse en principio que el efecto del co-cultivo sobre

su expresion estaria dado por la disminucién en la expresion de Hmox1.

El analisis de la expresion de Rankl mostré un aumento por efecto del co-
cultivo con las células PC3, tanto en PMOs WT como Het. Por otro lado, cuando
las células tumorales fueron pre-tratadas con Hemina no se detect6 este
aumento la expresion de Rankl en los PMOs WT, pero si sobre los PMOs Het y
KO. El hecho de que no se haya encontrado ninguna correlacion entre la
expresion de Rankl y Hmox1 en los PMOs (como se describié anteriormente)

permitiria pensar que el aumento en la expresion de Rankl en los PMOs WT por
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efecto del co-cultivo con las células PC3 y la pérdida de este efecto por el pre-
tratamiento con hemina son independientes de los niveles de Hmox1 en el
osteoblasto. Sin embargo, los cambios observados en la respuesta al co-cultivo
como consecuencia de las diferencias en el nimero de copias de Hmox1,
permiten pensar que HO-1 podria estar implicada en modulacion de Rankl en los
PMOs.

La expresion de Runx2 se vio aumentada en los osteoblastos cuando
estos crecieron junto con las células PC3 pre-tratadas con hemina. Cabe resaltar
que este efecto generado por el co-cultivo con células tumorales pre-tratadas
con hemina se observo tanto sobre los PMOs WT, Het y KO, asi como en los
ensayos realizados con la linea pre-osteoblastica MC3T3.

Se reportd que la expresion de Runx2 aumenta durante la diferenciacion
ex vivo de PMOs de calvarias y en lineas celulares osteoblasticas
establecidas®?24%, Runx2 regula la expresion de muchos genes osteoblasticos
incluidos Collal, Opny Bmp entre otros?°, Si bien, en base a estos datos podria
esperarse que la expresion de Collal y Opn se comporte de manera similar a la
de Runx2, es posible que los tiempos ensayados no sean suficientes para que
se generen cambios apreciables en los niveles de ARNm de estos genes en los
PMOs WT. Sin embargo, para los PMOs Het la expresiéon de Collal sufre un
aumento bajo el co-cultivo con células PC3 pre-tratadas con hemina, siguiendo
el mismo patron de regulacion que Runx2. Al ser la expresion basal de Collal
en los PMOs Het menor que la correspondiente en los PMOs WT, el mismo
cambio neto en los niveles del ARNm del gen se traducen en cambios relativos
mayores en los PMOs Het que en los WT. Esto permitiria explicar las diferencias
para Collal entre PMOs WT y Het frente al co-cultivo con células PC3 pre-
tratadas con hemina. Por ultimo, en el caso de los PMOs KO, los niveles de
Collal sufrieron una disminucion por efecto del co-cultivo con las células PC3,
el cual fue aun mayor cuando las células tumorales fueron pre-tratadas con
hemina. Si bien en estas células se evidenci6 un aumento del factor de
diferenciacion Runx2, al igual que en los PMOs WT y Het, la caida en los niveles
de Collal podria indicar una deficiencia en la diferenciacion de estas células,
consistente con los resultados obtenidos mediante el analisis histomorfométrico

de los fémures de los animales KO y en concordancia con lo que fuera
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previamente descriptol96:243.244,

En lineas generales, el co-cultivo con las células de CaP de la linea PC3
alterd la expresion de genes en los PMOs, llevandolos hacia un perfil que podria
favorecer la diferenciacion y activacion de osteoclastos por sobre la funcién
osteoblastica. Por otro lado, el pre-tratamiento de las células tumorales con
hemina podria estar modulando la interaccion mediante factores solubles entre
las células tumorales y los PMOs, llevando a estos ultimos hacia un perfil mas
pro-osteoblastico y menos pro-osteoclastico. Cabe destacar que tanto para la
expresion de Rankl como Collal el efecto del co-cultivo con células PC3 pre-
tratadas con hemina fue diferente entre los PMOs WT, Het y KO, remarcando la

importancia de los niveles de Hmox1 en las células 6seas en estos procesos.

El andlisis sobre las células PC3 mostré que, de manera similar a lo
observado con MC3T3, el co-cultivo con PMOs WT no altero los niveles basales
de HMOX1 en las células tumorales, ni los inducidos por hemina. Sin embargo,
cuando el co-cultivo se realizé con PMOs Het o KO, la inducciéon de HMOX1 por
el pre-tratamiento con hemina no fue evidente. Estos resultados indican que la
pérdida de copias de Hmox1 en los PMOs modula el efecto inductor de esta

droga sobre HMOX1 en las células de CaP cuando crecen en co-cultivo.

El co-cultivo con los PMOs WT o Het fue capaz de inducir la expresion de
DKK1 en las células tumorales, incluso por sobre el aumento en los niveles de
ARNmM de este gen provocado por el pre-tratamiento con hemina. Sin embargo,
este efecto estaria condicionado por el nimero de copias de Hmox1 en los
PMOs, ya que el co-cultivo con los PMOs KO no fue capaz de inducir la expresion
de DKK1 en las células tumorales. El aumento en los niveles de DKK1 podria
tener un efecto sobre los osteoblastos, afectando su diferenciacion al inhibir la

via de Wnt/B-cat, favoreciendo la diferenciacion a adipocitos 243251,

OPG (receptor decoy de RANKL), esta fuertemente implicado en el
proceso de remodelacidon 6sea'®?23’, Los niveles de expresion de este gen
sufrieron un aumento en células PC3 como consecuencia del co-cultivo con
PMOs WT o Het, al igual que lo observado frente al co-cultivo con los precursores
0seos. De igual manera, el pre-tratamiento de las células tumorales con hemina
previno el efecto del co-cultivo sobre OPG. Por otro lado, el co-cultivo con los
PMOs KO tuvo el efecto contrario, disminuyendo los niveles de este gen en las
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células tumorales. Mas alla de su funcion 6sea, los cambios observados en los
niveles de OPG en las células malignas podrian tener implicancias directas sobre
el tumor dado que, como ha sido mencionado anteriormente, OPG puede actuar
también como receptor decoy de TRAIL disminuyendo la apoptosis mediada por

este factor?18,

Por ultimo, y en concordancia con los resultados obtenidos en los ensayos
con la linea celular pre-osteoblastica MC3T3 y la linea pre-osteoclastica
Raw264.7, el co-cultivo con los PMOs WT, Het o KO llevo a un aumento en la
expresion de PTHrP. En linea con lo observado anteriormente, el pre-tratamiento
de las células tumorales con hemina previno el aumento de la expresion de
PTHrP como consecuencia del co-cultivo con los PMOs WT. Sin embargo, el
efecto preventivo del pre-tratamiento con el inductor farmacolégico de HO-1 no
solo se perdio frente al co-cultivo con los PMOs Het, sino que aument6 aun mas
la expresion de este gen cuando las células tumorales se crecieron junto a los
PMOs KO.

Estos resultados remarcan la implicancia del HO-1 de las células 6seas
en la modulacién de la comunicacion mediante factores solubles entre los PMOs
y las células de CaP, siendo incluso posible que diferentes niveles de Hmox1 en
los PMOs genere en las células tumorales efectos opuestos frente al pre-

tratamiento de las mismas con hemina.

En resumen, el aumento en los niveles de PTHrP en las células tumorales
por efecto del co-cultivo podria estar actuando sobre los PMOs (WT y Het),
estimulando la expresion de Rankl. Este mecanismo favoreceria la diferenciacién
y activacién de osteoclastos en el microambiente 6seo, tal y como ha sido
descripto para tumores mamarios??. El pre-tratamiento con hemina de la célula
de CaP interfiere en la interaccion de ésta con las células 6seas, impidiendo la
estimulacién de PTHrP en la célula tumoral y el consecuente cambio en los
niveles de Rankl en los PMOs WT, llevandolos hacia un perfil mas pro-
osteoblastico y menos pro-osteoclastico. Este efecto modulatorio se pierde frente
al co-cultivo con los PMOs Het, donde a pesar del pre-tratamiento con hemina la
induccion de PTHrP se mantiene en la célula tumoral y por ende aumenta Rankl
en los PMOs Het. Por ultimo, este mecanismo pareceria ser menos sensible en

los PMOs KO, ya que es necesario un mayor aumento en los niveles de PTHrP
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en la célula tumoral para que sea evidente un aumento en los niveles de Rankl
en los PMOs KO (Figura 50).
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Figura 50- Representacion esquemética del modelo propuesto para los genes asociados al
metabolism éseo afectados por la interaccion mediante factores solubres entre las células de
CaP de la linea PC3 y PMOs Hmox1**, Hmox1*- y Hmox1".

El estrés oxidativo se ha asociado con el desarrollo y la progresion del
CaP debido al aumento en las ROS. Sin embargo, el mecanismo por el cual las
ROS vy el sistema antioxidante participan en la progresion del cancer no esta
claro. Las células de la linea PC3 muestran altos niveles basales de produccién
de ROS, pero también altos niveles de glutation (GSH) y de actividad glutation
reductasa que posiblemente contribuyan a la tolerancia al estrés oxidativo?°!. La
acumulacion intracelular de niveles relativamente altos de ROS induce dafio
oxidativo en el ADN, el cual puede causar la transformacién maligna de una
célula. Ademas, el estrés oxidativo puede estimular la expansion clonal de
células mutadas y por ende promover la tumorigénesis activando el sistema de
sefiales de crecimiento en respuesta a redox?>2. Si bien podria pensarse que la
induccion de HO-1 disminuiria la tumorigénesis por reducir los niveles de
oxidantes intracelulares?>32% existen reportes que indican que la actividad
citoprotectora de HO-1 esta asociada con la progresion del tumor?®°. Mas aun, la
radioterapia usada como tratamiento estandar del CaP, se basa en la generacion
de ROS para producir dafio oxidativo?®l. Sin embargo, células de CaP

metastasico pueden resistir a la radioterapia, sugiriendo que el sistema
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antioxidante puede jugar un papel importante para eludir la citotoxicidad de la
radiacion?°®,

En coincidencia con lo reportado por Freitas y col.?°1, nuestros resultados
mostraron gque los niveles basales de ROS en células PC3 eran altos en toda la
poblacion celular. Estos niveles no se vieron modificados ni por el pre-tratamiento
con hemina, ni por el co-cultivo con los diferentes PMOs. Estos datos indican, en
primer lugar, que el pre-tratamiento con hemina de las células PC3 no tendria un
efecto citoprotector asociado a una disminucién del estrés oxidativo en la célula
tumoral, al menos en las condiciones ensayadas. De este modo, los mecanismos
por los cuales la induccién de HO-1 favoreceria el desarrollo tumoral no parecen
ser funcionales en nuestro modelo. Por otro lado, los cambios en la expresion
génica en las células tumorales estarian ocurriendo por mecanismos
independientes de los niveles de ROS. Asimismo, los cambios en la modulacién
de la expresion de genes sobre los PMOs en las diferentes condiciones del co-
cultivo no serian consecuencia de los niveles de ROS en la célula tumoral,
aungue no se descarta que el estado oxidativo de la célula de CaP pueda estar

involucrado en la sefalizacion de la interaccion con las células 6seas.
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Anexo I- Listas de las proteinas detectadas por espectrometria de masa en los distintos MC, indicando el cédigo y nombre de la proteina, nimero
de péptidos detectados (#Péptidos), el porcentaje de cobertura que representan los péptidos detectados para cada proteina y el nimero de
coincidencias del espectro peptidico (Peptide spectrum match; PSMs).

MC de PC3 contra base de datos de proteinas humanas

Cobertura #Péptidos | # PSMs
P60709 Actin, cytoplasmic 1 15.2 3 4
Qacocy Activating molecule in BECN1-regulated autophagy protein 1 3.081664099 1 1
AOA1BOGUM?2 | ADAMTS-like protein 1 (Fragment) 33.07086614 1 2
P08697 Alpha-2-antiplasmin 2.240325866 1 2
P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein 7.084468665 3 4
P01023 Alpha-2-macroglobulin 0.678426052 1 1
J3KMX3 Alpha-fetoprotein 3.697749196 2 4
BOYIW2 Apolipoprotein C-llI 13.67521368 1 1
Bifunctional UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase/N-acetylmannosamine
Q9Y223 kinase 6.232686981 1 1
Q9NYQ7 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 1.268115942 1 1
P39060 Collagen alpha-1(XVIII) chain 2.394526796 1 1
P05997 Collagen alpha-2(V) chain 3.53569046 1 1
P01024 Complement C3 1.322910403 2 2
C9JPR7 C-type lectin domain family 5 member A 16.77419355 1 6
ESRIG2 CUB and sushi domain-containing protein 1 0.897615708 1 1
Q96JH7 Deubiquitinating protein VCIP135 3.273322422 1 1
Q12882 Dihydropyrimidine dehydrogenase [NADP(+)] 4 1 1
P38935 DNA-binding protein SMUBP-2 2.014098691 1 1
Q96M86 Dynein heavy chain domain-containing protein 1 0.547022933 1 1
A8MZ36 Envoplakin-like protein 8.970099668 1 2
AOAO087WUF6 | Fibroblast growth factor 15.625 1 3




P23142 Fibulin-1 1.706970128 1 1
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C 12.08791209 1 1
Q96RW7 Hemicentin-1 0.124223602 1 1
P69905 Hemoglobin subunit alpha 31.69014085 4 6
P02042 Hemoglobin subunit delta 6.802721088 1 3
Q9Y294 Histone chaperone ASF1A 20.09803922 1 1
AOAOU1RRH7 |Histone H2A 5.294117647 1 1
Q96L73 Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-36 and H4 lysine-20 specific 0.704747774 1 2
P19823 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 5.708245243 3 4
P15260 Interferon gamma receptor 1 7.566462168 1 1
P13232 Interleukin-7 20.33898305 1 1
QONSE4 Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial 4.150197628 1 1
P35527 Keratin, type | cytoskeletal 9 1.444622793 1 1
QauLl4 Kinesin-like protein KIF26A OS=Homo sapiens GN=KIF26A PE=1 SV=3 1.753453773 1 4
P01042 Kininogen-1 1.397515528 1 1
P02788 Lactotransferrin 2.957746479 2 3
P02788 Lactotransferrin OS=Homo sapiens GN=LTF PE=1 SV=6 1.267605634 1 1
Q6ZRR7 Leucine-rich repeat-containing protein 9 2.615278734 1 1
Q496Y0 LON peptidase N-terminal domain and RING finger protein 3 6.060606061 1 4
P13640 Metallothionein-1G 19.35483871 1 1
075121 Microfibrillar-associated protein 3-like 9.7799511 1 1
Q9UKN1 Mucin-12 3.431909456 1 1
Q15233 Non-POU domain-containing octamer-binding protein 7.855626327 1 1
075376 Nuclear receptor corepressor 1 1.639344262 1 1
Q9Y4A9 Olfactory receptor 10H1 12.89308176 1 1
043511 Pendrin 6.025641026 1 2
Q15063 Periostin 2.272727273 1 1




P36955 Pigment epithelium-derived factor 3.349282297 1 1
P00747 Plasminogen 3.209876543 1 2
Q96KK3 Potassium voltage-gated channel subfamily S member 1 6.653992395 1 1
P20742 Pregnancy zone protein 0.809716599 1 1
Q9Y6V0 Protein piccolo 0.17769003 1 1
AOA075B6Z2 |Protein TRAJ56 (Fragment) 38.0952381 1 1
AOA1BOGUI2 |Protein ZC3H11B 5.061728395 1 11
P0O0734 Prothrombin 1.446945338 1 1
Q9Y5H5 Protocadherin alpha-9 1.263157895 1 1
M0QZ15 Ras and Rab interactor-like protein (Fragment) 66.66666667 1 1
Q9NQL2 Ras-related GTP-binding protein D 4.25 1 1
Q92766 Ras-responsive element-binding protein 1 2.311796088 1 1
075679 Ret finger protein-like 3 11.35646688 1 1
Q16799 Reticulon-1 5.025773196 1 1
094788 Retinal dehydrogenase 2 5.405405405 1 1
P02753 Retinol-binding protein 4 4.975124378 1 1
Q96D59 RING finger protein 183 23.4375 1 1
Q7z7L1 Schlafen family member 11 4.10654828 1 1
P02768 Serum albumin 8.866995074 6 23
AOA0J9YW36 |Stathmin-3 (Fragment) 12.13389121 1 1
Q7RTR8 Taste receptor type 2 member 42 10.82802548 1 2
Q96N46 Tetratricopeptide repeat protein 14 3.506493506 1 1
Q9BUZ4 TNF receptor-associated factor 4 8.085106383 1 1
Q15361 Transcription termination factor 1 1.988950276 1 1
094876 Transmembrane and coiled-coil domains protein 1 3.675344564 1 3
QI9Ye6G1 Transmembrane protein 14A 28.28282828 1 1
Q9H330 Transmembrane protein 245 3.073545554 1 1




E7ETY2

Treacle protein

1.948924731

1 1
AOA140T9Z0 |UDP-glucuronosyltransferase 2A1 5.483405483 1 1
P47901 Vasopressin V1b receptor 7.075471698 1 1
D6RF35 Vitamin D-binding protein 13.44537815 6 8
095789 Zinc finger MYM-type protein 6 2.113207547 1 2
F8VvY43 Zinc finger protein 385A (Fragment) 39.36170213 1 1




MC de Raw264.7 contra base de datos de proteinas humanas

Nombre

Cobertura

#Péptidos

095264 5-hydroxytryptamine receptor 3B 8.616780045 1 1
FSWEY1 5'-nucleotidase domain-containing protein 2 21.62162162 1 1
P62736 Actin, aortic smooth muscle 13.52785146 5 6
P43353 Aldehyde dehydrogenase family 3 member B1 8.760683761 1 1
H7C3J0 All-trans-retinol 13,14-reductase (Fragment) 11.02756892 1 1
P04217 Alpha-1B-glycoprotein 1.414141414 1 2
P08697 Alpha-2-antiplasmin 2.240325866 1 1
P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein 6.811989101 3 3
P01023 Alpha-2-macroglobulin 2.917232022 4 8
J3KMX3 Alpha-fetoprotein 7.234726688 4 6
P01008 Antithrombin-Il| 3.448275862 2 2
BOYIW2 Apolipoprotein C-llI 13.67521368 1 1
P61221 ATP-binding cassette sub-family E member 1 5.175292154 1 1
P02749 Beta-2-glycoprotein 1 6.086956522 2 2
Q9H6W3 Bifunctional lysine-specific demethylase and histidyl-hydroxylase NO66 5.928237129 1 1
QONSI6 Bromodomain and WD repeat-containing protein 1 1.594827586 1 1
P49747 Cartilage oligomeric matrix protein 3.038309115 2 2
HOY853 Cilia- and flagella-associated protein 44 (Fragment) 1.210898083 1 1
P53621 Coatomer subunit alpha OS=Homo sapiens GN=COPA PE=1 SV=2 2.532679739 1 1
Q6ZP82 Coiled-coil domain-containing protein 141 2.206896552 1 2
G5E971 Collagenase 3 8.588957055 1 1
P01024 Complement C3 2.224894768 4 5
C9JPR7 C-type lectin domain family 5 member A 16.77419355 1 6
Q9Y697 Cysteine desulfurase, mitochondrial 9.409190372 1 1




Q5TB30 DEP domain-containing protein 1A 5.548705302 1 1
Q5KSL6 Diacylglycerol kinase kappa OS=Homo sapiens GN=DGKK PE=1 SV=1 3.068450039 1 1
Q9BWF2 E3 ubiquitin-protein ligase TRAIP 5.330490405 1 1
P63132 Endogenous retrovirus group K member 113 Pol protein 3.765690377 1 1
P43004 Excitatory amino acid transporter 2 6.097560976 1 1
QO9NPI8 Fanconi anemia group F protein 9.893048128 1 1
Q96RD9 Fc receptor-like protein 5 4.298874104 1 1
P02751 Fibronectin 0.335289187 1 1
B1AHL2 Fibulin-1 5.963938974 3 3
060353 Frizzled-6 4.249291785 1 1
Q9HCC8 Glycerophosphoinositol inositolphosphodiesterase GDPD2 8.163265306 1 3
H3BT70 Group XV phospholipase A2 54.65116279 1 1
K7ELAS HEAT repeat-containing protein 6 (Fragment) 35.83333333 1 1
P17066 Heat shock 70 kDa protein 6 5.909797823 1 1
P69905 Hemoglobin subunit alpha 36.61971831 6 10
P02042 Hemoglobin subunit delta 6.802721088 1 3
P01344 Insulin-like growth factor Il 5 1 1
P19827 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 1.317233809 1 1
P19823 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 5.919661734 4 8
Q06033 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 2.134831461 2 2
P13232 Interleukin-7 20.33898305 1 1
P04264 Keratin, type Il cytoskeletal 1 1.242236025 1 1
P01042 Kininogen-1 1.397515528 1 1
P02788 Lactotransferrin 7.323943662 3 6
Q6PKGO La-related protein 1 1.277372263 1 1
J3QTJ5 Leucine-rich repeat-containing protein 37A3 5.186170213 1 1
Q496Y0 LON peptidase N-terminal domain and RING finger protein 3 6.060606061 1 4




P51884

Lumican

5.621301775

2 2
P13640 Metallothionein-1G 19.35483871 1 1
E7EVAQ Microtubule-associated protein 0.478885503 1 1
P80192 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 9 1.992753623 1 1
P02686 Myelin basic protein 9.210526316 1 1
HOYA93 NEDDA4-binding protein 2 (Fragment) 2.714285714 1 1
Q5JwQ4 Neuropilin-1 4.355108878 1 1
P14543 Nidogen-1 3.448275862 1 1
Q8NH51 Olfactory receptor 8K3 12.17948718 1 1
043511 Pendrin 6.025641026 1 2
I1E4Y6 PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 0.681302044 1 1
AG6NMNO Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, skeletal muscle isoform 3.064516129 1 1
P36955 Pigment epithelium-derived factor 3.827751196 2 2
AOA1BOGW?72 | Pleckstrin homology domain-containing family G member 4B 1.10633067 1 1
QIULC8 Probable palmitoyltransferase ZDHHC8 4.836601307 1 1
Q9Y2G3 Probable phospholipid-transporting ATPase IF 3.398470688 1 1
QOP651 Protein ABHD18 4.589371981 1 1
Q96134 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 16A 4.356060606 1 1
Q9Y6VO0 Protein piccolo 0.17769003 1 1
AOA1BOGUI2 |Protein ZC3H11B 5.061728395 1 6
Q14289 Protein-tyrosine kinase 2-beta 0.89197225 1 1
P00734 Prothrombin 1.446945338 1 2
Q9Y5H5 Protocadherin alpha-9 1.263157895 1 1
Q58FF7 Putative heat shock protein HSP 90-beta-3 6.867671692 1 1
AOAO087WTO09 | Putative pregnancy-specific beta-1-glycoprotein 7 10.3286385 1 1
075679 Ret finger protein-like 3 11.35646688 1 2
P02753 Retinol-binding protein 4 4.975124378 2 3




E7EV07 Rho guanine nucleotide exchange factor 4 0.495594714 1 1
Q9NZJ4 Sacsin 0.78619786 1 1
Q7z7L.1 Schlafen family member 11 4.10654828 1 1
AOAOU1RQQ9 |SCY1-like protein 2 1.92926045 1 1
F8SWBA3 Serine/threonine-protein kinase 4.347826087 1 1
Q9Y5S2 Serine/threonine-protein kinase MRCK beta 0.935125658 1 1
Q96PY6 Serine/threonine-protein kinase Nek1 2.861685215 1 1
Q96C45 Serine/threonine-protein kinase ULK4 2.980392157 1 1
P02768 Serum albumin 11.33004926 7 27
Q96N87 Sodium-dependent neutral amino acid transporter B(0)AT3 6.847133758 1 1
A41F30 Solute carrier family 35 member F4 9.021113244 1 2
Q96192 Sorting nexin-27 7.024029575 1 1
Q15772 Striated muscle preferentially expressed protein kinase 0.244872972 1 1
Q6PGP7 Tetratricopeptide repeat protein 37 1.982097187 1 1
Q8WY91l THAP domain-containing protein 4 7.798960139 1 1
P07996 Thrombospondin-1 2.393162393 2 2
075962 Triple functional domain protein 0.87181143 1 1
Q8NBM4 Ubiquitin-associated domain-containing protein 2 2.325581395 1 1
D6RF35 Vitamin D-binding protein 13.44537815 6 7
P04004 Vitronectin 3.765690377 1 1
075717 WD repeat and HMG-box DNA-binding protein 1 3.277236492 1 1
Q9P2Y4 Zinc finger protein 219 6.094182825 1 1
F8WDA42 Zinc finger protein 564 53.62318841 1 1
K7ERJ6 Zinc finger SWIM domain-containing protein 4 (Fragment) 5.122494432 1 1




MC de co-cultivo PC3/Raw264.7 contra base de datos de proteinas humanas

Nombre

Cobertura

#Péptidos

P62736 Actin, aortic smooth muscle 10.87533156 3 4
AOA1BOGUM?2 | ADAMTS-like protein 1 (Fragment) 33.07086614 1 3
Q6ZNB7 Alkylglycerol monooxygenase 9.213483146 1 2
P08697 Alpha-2-antiplasmin 2.240325866 1 1
P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein 7.084468665 3 4
P01023 Alpha-2-macroglobulin 0.678426052 1 2
J3KMX3 Alpha-fetoprotein 7.234726688 5 6
Q8N2N9 Ankyrin repeat domain-containing protein 36B 2.36511456 1 1
P01008 Antithrombin-IlI 1.50862069 1 1
Q9NVP1 ATP-dependent RNA helicase DDX18 5.820895522 1 1
AOA0G2JS53 |Baculoviral IAP repeat-containing protein 1 2.352102637 1 1
Q9C0oB6 BMP/retinoic acid-inducible neural-specific protein 2 4.342273308 1 1
Q8NCU4 Coiled-coil domain-containing protein 191 4.38034188 1 1
Q8IXS2 Coiled-coil domain-containing protein 65 2.066115702 1 1
C9JPR7 C-type lectin domain family 5 member A 16.77419355 1 3
E5SRIG2 CUB and sushi domain-containing protein 1 0.897615708 1 1
Q13618 Cullin-3 5.078125 1 2
Q96JK2 DDB1- and CUL4-associated factor 5 4.564755839 1 1
AOAQU1RQJ2 |Dystonin (Fragment) 2.329749104 1 1
G3V566 E3 ubiquitin-protein ligase RNF34 77.77777778 1 2
B5MBZ0 Echinoderm microtubule-associated protein-like 4 3.830645161 1 1
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2 2.375809935 1 1
Q8TBG4 Ethanolamine-phosphate phospho-lyase 8.817635271 1 1
caJcg4 Fibrinogen gamma chain 1.952277657 1 1




B1AHL2 Fibulin-1 1.248266297 1 1
060353 Frizzled-6 OS=Homo sapiens GN=FZD6 PE=1 SV=2 4.249291785 1 1
Q9HCC8 Glycerophosphoinositol inositolphosphodiesterase GDPD2 8.163265306 1 3
P69905 Hemoglobin subunit alpha 31.69014085 4 5
P02042 Hemoglobin subunit delta 6.802721088 1 2
AOAQU1RRH7 |Histone H2A 5.294117647 1 1
Q96L73 Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-36 and H4 lysine-20 specific 0.704747774 1 1
P01767 Immunoglobulin heavy variable 3-53 40.51724138 1 1
000629 Importin subunit alpha-3 5.56621881 1 1
P19827 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 1.317233809 1 1
P19823 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 5.708245243 3 3
Q06033 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 3.146067416 1 1
Q7Z3Y8 Keratin, type | cytoskeletal 27 8.932461874 1 1
P01042 Kininogen-1 1.397515528 1 1
P02788 Lactotransferrin 2.957746479 2 3
Q8IXWO0 Lamin tail domain-containing protein 2 5.205047319 1 1
Q496Y0 LON peptidase N-terminal domain and RING finger protein 3 6.060606061 1 4
P51884 Lumican 4.437869822 1 1
Q14416 Metabotropic glutamate receptor 2 4.243119266 1 1
P13640 Metallothionein-1G 19.35483871 1 1
Q9UHO03 Neuronal-specific septin-3 12.29050279 1 1
A6NGQ3 Obscurin 0.302588815 1 1
Q9GZM®6 Olfactory receptor 8D2 12.86173633 1 1
043511 Pendrin 6.025641026 1 3
P00747 Plasminogen 3.209876543 1 1
Q14667 Protein KIAAO100 1.744966443 1 1
AOA1BOGUI2 |Protein ZC3H11B 5.061728395 1 4




P00734 Prothrombin 1.446945338 1 1
Q9Y5H5 Protocadherin alpha-9 1.263157895 1 1
Q92766 Ras-responsive element-binding protein 1 2.311796088 1 1
Q92729 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase U 2.14384509 1 1
Q8NFJ5 Retinoic acid-induced protein 3 10.6442577 1 1
P02753 Retinol-binding protein 4 4.975124378 1 1
AOA096LNW?2 | SCO-spondin 0.796116505 1 1
P02768 Serum albumin 8.866995074 6 18
AOAOCADG86 |Syntabulin 5.239520958 1 1
Q96N46 Tetratricopeptide repeat protein 14 3.506493506 1 1
Q6PKC3 Thioredoxin domain-containing protein 11 3.147208122 1 1
P07996 Thrombospondin-1 2.393162393 2 2
094876 Transmembrane and coiled-coil domains protein 1 3.675344564 1 1
P00749 Urokinase-type plasminogen activator 3.016241299 1 1
D6RF35 Vitamin D-binding protein 12.81512605 4 5
P15313 V-type proton ATPase subunit B, kidney isoform 6.237816764 1 1
Q6P3V2 Zinc finger protein 585A 5.201560468 1 1




MC de PC3 contra base de datos de proteinas murinas

Cobertura #Péptidos

P60710 Actin, cytoplasmic 1 15.2 3 4
G3X920 Armadillo repeat containing 8, isoform CRA b 3.863298663 1 1
B2RY50 Armadillo repeat-containing protein 4 3.085824494 1 1
Qocxl4 ATP-binding cassette sub-family B member 8, mitochondrial 3.905160391 1 1
Q6PALO BEN domain-containing protein 3 4.727272727 1 2
A8DUK4 Beta-globin 6.802721088 1 2
Q3uwe4 Bifunctional UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase |5.976095618 1 1
B2RQC6 CAD protein 2.06741573 1 1
Q91710 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 1.272341715 1 1
P10287 Cadherin-3 4.622871046 1 2
FSWHE1 Calcium-binding protein 8 12.64367816 1 1
Q8K389 CDKS5 regulatory subunit-associated protein 2 1.427003293 1 1
Q6ZQ06 Centrosomal protein of 162 kDa 0.712758375 1 1
QO8EB6 CLIP associating protein 2 3.651903652 1 1
E9Q1U1l Coiled-coil domain-containing protein 171 2.265861027 1 1
Q6PDM4 Coiled-coil domain-containing protein 36 5.574912892 1 1
K3W4R4 Collagen alpha-1(XIV) chain 2.057842047 1 1
Q92313 CUB and sushi domain-containing protein 1 0.897867565 1 1
Q6ZPV2 DNA helicase INO80 2.501603592 1 1
Q9WVF7 DNA polymerase epsilon catalytic subunit A 1.620674551 1 2
Q8BFV3 Dual specificity protein phosphatase 4 10.30150754 1 1
Q3TQC7 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 5 8.185840708 1 1
Q08879 Fibulin-1 1.70212766 1 1
P63080 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-3 8.033826638 1 1
Q9D8T2 Gasdermin-D 8.41889117 1 1




Q9DCZ1 GMP reductase 1 11.88405797 1 1
D3YXGO Hemicentin-1 0.124245651 1 1
P01942 Hemoglobin subunit alpha 14.08450704 2 4
Q9CQE6 Histone chaperone ASF1A 20.09803922 1 1
P27661 Histone H2AX 6.293706294 1 1
035085 Homeobox protein ARX 5.496453901 1 1
G3X977 Inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 2 2.842105263 3 4
E9QOJ3 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 6.220095694 1 1
Q9D140 Kallikrein 1-related peptidase b5 7.508532423 1 1
AOAOR4J038 |Kininogen-1 1.361573374 1 1
F7CPA3 Long-chain fatty acid transport protein 3 (Fragment) 5.845181675 1 1
Q9Z1R9 MCG124046 8.130081301 1 1
P02798 Metallothionein-2 19.67213115 1 1
Q9D3X9 Microfibrillar-associated protein 3-like 9.7799511 1 1
Q99K48 Non-POU domain-containing octamer-binding protein 7.822410148 1 1
Q9ERH4 Nucleolar and spindle-associated protein 1 3.044496487 1 1
F7CwWv4 Olfactory receptor 2.388059701 1 1
Q8R2Y8 Peptidyl-tRNA hydrolase 2, mitochondrial 17.12707182 1 1
Q62009 Periostin 2.267303103 1 1
P97298 Pigment epithelium-derived factor 3.357314149 1 1
P20918 Plasminogen 3.201970443 1 2
Q3Uz24 Protein Apol7e 10.29810298 1 1
E9Q035 Protein Gm20425 0.920245399 1 1
AOAON4SUS7 | Protein Gm35549 22.69503546 1 2
VIGX81 Protein Mroh6 1.108033241 1 1
Q9QYX7 Protein piccolo 0.177584846 1 1

1 1

Q811G0

Protein PTHB1

4.858757062




E9PX29 Protein Sptbhn4 1.483795392 1 1
AOAO0G2JGVS5 | Protein Tcrg-V5 (Fragment) 20.3539823 1 1
B1AWT3 Ras-related GTP-binding protein D 3.744493392 1 1
Q9D4G9 RecQ-mediated genome instability protein 1 4.707792208 1 3
AOAOR4JOH3 | Retinol-binding protein 3 3.808752026 1 1
P07724 Serum albumin 7.236842105 2 11
P52633 Signal transducer and transcription activator 6 5.13739546 1 1
Q80TE4 Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 2 2.032520325 1 3
G3X909 Slit homolog 2 protein 3.642773208 1 1
F7D5X7 snRNA-activating protein complex subunit 4 (Fragment) 2.755905512 1 1
E9QMNS Solute carrier family 15 member 2 6.081081081 1 1
Q3UHA3 Spatacsin 1.687242798 1 1
G3UVUS TBC1 domain family member 14 5.882352941 1 1
Q8BKI2 Trinucleotide repeat-containing gene 6B protein 1.546961326 1 1
P38585 Tubulin--tyrosine ligase 7.427055703 1 1
054818 Tumor protein D53 19.60784314 1 1
Q9WuUO02 Vasopressin V1b receptor 7.125890736 1 1
P21614 Vitamin D-binding protein 1.680672269 1 1




MC de Raw264.7 contra base de datos de proteinas murinas

Cobertura

#Péptidos # PSMs

Q3TXS7 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 4.616998951 1 4
G5E8US5 28S ribosomal protein S10, mitochondrial 7.960199005 1 1
P62737 Actin, aortic smooth muscle 13.52785146 5 6
E9Q921 AF4/FMR2 family member 1 3.181076672 1 1
P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein 2.028985507 1 1
Q6GAQT1 Alpha-2-macroglobulin-P 0.881953867 1 1
P00687 Alpha-amylase 1 8.219178082 1 1
Q3voJ4 Ankyrin repeat domain-containing protein 53 3.822937626 1 1
P32261 Antithrombin-IlI 2.150537634 1 1
B2RY50 Armadillo repeat-containing protein 4 3.085824494 1 2
Qocxl4a ATP-binding cassette sub-family B member 8, mitochondrial 3.905160391 1 1
P61222 ATP-binding cassette sub-family E member 1 5.175292154 1 1
Q6PALO BEN domain-containing protein 3 4727272727 1 2
A8DUK4 Beta-globin 6.802721088 1 2
P20722 Bone morphogenetic protein 6 8.039215686 1 1
P10287 Cadherin-3 4.622871046 1 1
F8WIS9 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha 5.112474438 1 1
Q9R0OG6 Cartilage oligomeric matrix protein 3.046357616 2 2
P10605 Cathepsin B 8.849557522 2 2
Q8CB62 Centrobin 5.186020293 1 1
Q6ZQ06 Centrosomal protein of 162 kDa 0.712758375 1 4
Q8BTO7 Centrosomal protein of 55 kDa 5.411255411 1 1
Q58A65 C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 4 3.028009084 1 1
K3W4R4 Collagen alpha-1(XIV) chain 2.057842047 1 4
P01027 Complement C3 1.322910403 2 2




P01029

Complement C4-B

2.47410817

1 1
Q6A070 Crescerin-1 1.689189189 1 1
P12790 Cytochrome P450 2B9 8.757637475 1 1
A2A9M4 Dedicator of cytokinesis protein 7 0.751173709 1 1
Q90XT1 Dual adapter for phosphotyrosine and 3-phosphotyrosine and 3-phosphoinositide |13.92857143 1 1
Q9WV66 E3 ubiquitin-protein ligase MARCH7 6.493506494 1 1
Q8BHR2 Ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 1 6.220839813 1 1
Q3UFM6 Expressed sequence 2 embryonic lethal, isoform CRA_a 2.5 1 1
P11276 Fibronectin 0.322971336 1 1
Q08879 Fibulin-1 4.397163121 2 2
ESPUU4 Gem-associated protein 5 0.465735196 1 1
Q6PAR5 GTPase-activating protein and VPS9 domain-containing protein 1 2.743484225 1 1
Q9R0C8 Guanine nucleotide exchange factor VAV3 1.889020071 1 1
P01942 Hemoglobin subunit alpha 19.01408451 3 6
088904 Homeodomain-interacting protein kinase 1 1.73553719 1 1
E9QLWS5 Insulin-like growth factor Il 4.712041885 1 1
G3X977 Inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 2 6.421052632 6 8
Q61704 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 3.149606299 3 3
E9QOJ3 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 6.220095694 1 1
BI9EKS2 Jumonji domain containing 1B 2.043132804 1 1
Q99PS0O Keratin, type | cytoskeletal 23 8.767772512 1 1
AOAOR4J038 |Kininogen-1 1.361573374 1 1
Q3YAB3 Kv channel-interacting protein 2 9.62962963 1 1
P51885 Lumican 5.621301775 2 2
Q9Z1R9 MCG124046 8.130081301 1 1
P02798 Metallothionein-2 19.67213115 1 1
P10404 MLV-related proviral Env polyprotein 1.248049922 1 1




P10810 Monocyte differentiation antigen CD14 4.918032787 1 1
Q9EQAD Olfactory receptor 12.33766234 1 1
F8WIP8 Osteopontin 8.13559322 2 2
Q9Z0K8 Pantetheinase 2.5390625 1 2
Q8R2Y8 Peptidyl-tRNA hydrolase 2, mitochondrial 17.12707182 1 1
Q99LCo Peroxisome assembly factor 2 3.873598369 1 1
Q6Y7W8 PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 0.697134005 1 1
P55065 Phospholipid transfer protein 7.505070994 1 1
Q6DFW5 Phospholipid-transporting ATPase 3.404255319 1 1
A2AI87 Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, skeletal muscle isoform 3.062046737 1 1
P97298 Pigment epithelium-derived factor 5.755395683 2 2
B2RXAl PI-PLC X domain-containing protein 2 12.35294118 1 1
Q61838 Pregnancy zone protein 0.602006689 1 1
Q9DBAS8 Probable imidazolonepropionase 11.03286385 1 1
Q6PEB4 Probable tRNA N6-adenosine threonylcarbamoyltransferase, mitochondrial 5.555555556 1 2
P70398 Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X 1.524032825 1 1
B8JJEO Protein Adgrvl 0.651000318 1 1
E9Q6D8 Protein C6 4.726100967 1 1
G3Uz45 Protein Gm19684 35.04273504 1 2
E9Q035 Protein Gm20425 0.920245399 1 2
AOAON4SVU1 | Protein Gm7298 0.54200542 1 1
AOAOA6YY69 | Protein Ighv2-5 (Fragment) 7.75862069 1 1
VIGX81 Protein Mroh6 1.108033241 1 1
Q8CGAO0 Protein phosphatase 1F 9.07079646 1 1
Q9QyYx7 Protein piccolo 0.177584846 1 1
E9PZ36 Protein Pkhd1 0.83764474 1 1
Q811G0 Protein PTHB1 4.858757062 1 3




E9Q6ES Protein Srsf11 7.436399217 1 1
E9Q6R7 Protein Utrn 1.137026239 1 1
K7N608 Protein Vmn1r78 13.09904153 1 1
E9PY92 Protein Vmn2r106 4.75638051 1 1
QoQvP9 Protein-tyrosine kinase 2-beta 0.89197225 1 1
Q91W97 Putative hexokinase HKDC1 2.513661202 1 1
P52480 Pyruvate kinase PKM 5.27306968 1 1
Q99NF8 Ran-binding protein 17 3.584558824 1 1
AOAOR4JOH3 | Retinol-binding protein 3 3.808752026 1 4
H3BLA9 Sentrin-specific protease 6 (Fragment) 12.74509804 1 1
Q7TT50 Serine/threonine-protein kinase MRCK beta 0.934033859 1 1
QoQYo1 Serine/threonine-protein kinase ULK2 3.953712633 1 3
P07724 Serum albumin 7.236842105 3 9
Q99MR3 Solute carrier family 12 member 9 4.266958425 1 1
Q8VC69 Solute carrier family 22 member 6 8.073394495 1 1
AOA1BOGRL6 | Sorbin and SH3 domain-containing protein 2 (Fragment) 51.85185185 1 1
E9QQ25 Striated muscle-specific serine/threonine-protein kinase 0.245248314 1 1
Q55S91 SUN domain-containing protein 3 11.875 1 1
G3UVUS TBC1 domain family member 14 5.882352941 1 4
Qs8oyQl Thrombospondin 1 2.391118702 2 2
Q97172 Thrombospondin-4 1.973001038 2 2
Q9R1CO Transcription initiation factor TFIID subunit 7 10.26392962 1 1
Q32NZ6 Transmembrane channel-like protein 5 1.344364012 1 1
QOKLO02 Triple functional domain protein 0.87040619 1 1
P38585 Tubulin--tyrosine ligase 7.427055703 1 1
Q8R1K1 Ubiquitin-associated domain-containing protein 2 2.31884058 1 1
Q6GQUO UPF0524 protein C3orf70 homolog 11.69354839 1 1




Q8VHI5

Vitrin

4.769230769

088939

Zinc finger and BTB domain-containing protein 7A

4.569420035




MC de co-cultivo PC3/Raw264.7 contra base de datos de proteinas murinas

Nombre

Cobertura

#Péptidos

P62737 Actin, aortic smooth muscle 10.87533156 3 4
P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein 2.028985507 1 1
P32261 Antithrombin-II 1.505376344 1 1
G3X920 Armadillo repeat containing 8, isoform CRA b 3.863298663 1 1
Q91YH6 ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit B1 6.237816764 1 1
Q6PALO BEN domain-containing protein 3 4727272727 1 2
A8DUK4 Beta-globin 6.802721088 1 3
B2RQC6 CAD protein 2.06741573 1 1
P10287 Cadherin-3 4.622871046 1 1
Q3UZzZAl CapZ-interacting protein 10.4368932 1 1
Q6ZQ06 Centrosomal protein of 162 kDa 0.712758375 1 2
A2A7F6 Chloride channel protein 4.925544101 1 1
K3W4R4 Collagen alpha-1(XIV) chain 2.057842047 1 2
P01027 Complement C3 0.962116657 1 1
054991 Contactin-associated protein 1 2.454873646 1 1
Q62266 Cornifin-A 25 1 1
Q92313 CUB and sushi domain-containing protein 1 0.897867565 1 1
Q9JLVS Cullin-3 5.078125 1 2
P61460 DEP domain-containing protein 5 2.011313639 1 1
QI9WVF7 DNA polymerase epsilon catalytic subunit A 1.620674551 1 1
G5E911 DNA segment, Chr 6, Wayne State University 176, expressed, isoform CRA_f 12.14574899 1 1
H7BX01 Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial 4.294478528 1 1
Q4U2R1 E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 0.992555831 1 1
F8WJ93 Echinoderm microtubule-associated protein-like 4 3.846153846 1 1




Q3TQC7 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 5 8.185840708 1 1
Q3TQC7 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 5 8.185840708 1 1
P62631 Elongation factor 1-alpha 2 2.375809935 1 1
Q8BGB7 Enolase-phosphatase E1 16.34241245 1 1
AOA140LJBO | Espin OS=Mus musculus GN=Espn PE=1 SV=1 1.921708185 1 1
Q3UERS8 Fibrinogen gamma chain 2.031602709 1 1
ESPUU4 Gem-associated protein 5 0.465735196 1 1
A2AEWS8 GRIP1-associated protein 1 OS=Mus musculus GN=Gripapl PE=1 SV=1 3.464755078 1 1
Q14AA6 GTP-binding nuclear protein Ran 19.90740741 1 1
P01942 Hemoglobin subunit alpha 14.08450704 2 4
P27661 Histone H2AX 6.293706294 1 1
G3X977 Inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 2 3.894736842 3 3
Q61704 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 4.161979753 2 2
E9QOJ3 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 6.220095694 1 2
Q922U2 Keratin, type Il cytoskeletal 5 8.448275862 1 1
AOAOR4J038 | Kininogen-1 1.361573374 1 1
P51885 Lumican 4.437869822 1 1
Q9Z1R9 MCG124046 8.130081301 1 1
P02798 Metallothionein-2 19.67213115 1 1
Q9ERH4 Nucleolar and spindle-associated protein 1 3.044496487 1 1
Q8VFW9 Olfactory receptor 13.37579618 1 1
Q9Z0K8 Pantetheinase 2.5390625 1 1
Q8R2Y8 Peptidyl-tRNA hydrolase 2, mitochondrial 17.12707182 1 1
P97298 Pigment epithelium-derived factor 2.398081535 1 1
P20918 Plasminogen 3.201970443 1 1
Q9DBAS8 Probable imidazolonepropionase 11.03286385 1 1

1 1

E9QO035

Protein Gm20425

0.920245399




J3KMKO Protein Gm9923 6.209150327 1 1
E9PY46 Protein Ift140 3.073770492 1 1
Q5SYL3 Protein KIAA0O100 1.745747538 1 1
VOGX81 Protein Mroh6 1.108033241 1 1
Q811G0 Protein PTHB1 4.858757062 1 1
AOAOR4JOH3 | Retinol-binding protein 3 3.808752026 1 4
Q8R1F9 Ribonuclease P protein subunit p40 9.917355372 1 1
Q99MQ3 Serine/threonine-protein kinase PINK1, mitochondrial 6.896551724 1 1
P07724 Serum albumin 2.138157895 1 9
F7D5X7 snRNA-activating protein complex subunit 4 (Fragment) 2.755905512 1 1
Q8V(C69 Solute carrier family 22 member 6 8.073394495 1 1
VIGXT1 Striatin-4 (Fragment) 16.88888889 1 1
G3UVUS TBC1 domain family member 14 5.882352941 1 4
Q8oyQl Thrombospondin 1 2.391118702 2 2
Q8CA03 Thymic stromal cotransporter protein 8.977035491 1 1
F6QGI1 Transcription factor Dp-2 11.39896373 1 1
Q3UFJ6 Transmembrane protein 184A 9.411764706 1 1
P38585 Tubulin--tyrosine ligase 7.427055703 1 1
Q8BGB8 Ubiguinone biosynthesis protein COQ4 homolog, mitochondrial 5.263157895 1 1







Anexo lI



GC(Carbamidomethyl)ALKDKPGVYTR

MH*!(av) |[MH*!(mono)| MH*?(av) |[MH*?(mono)| MH*3(av) |MH**(mono)

1465.7249 1464.7628 733.3662 732.885 489.2466 488.9258

1 b- b Seq. v \ o 2
r 1 G 13
d 2 218.05939 C-Carbamidomethyl 1407.74130 704.37429 12
[ 3 289.09650 A 1247.71065 624.35896 1
6 4 402.18057 L 1176.67353 588.84040 10
0 5 530.27553 26564140 K 1063.58947 532.29837 9
I 6 64530247 323.15487 D 935.48451 468.25089 8
é 7 773.39744 387.20236 K 820.46756 410.73742 7
e 8 870.45020 43572874 P 692.37260 346.68994 6
e 9 927.47166 464.23947 G 595.31984 298.16356 5
I 10 1026.54008 513.77368 v 538.29837 269.65282 4
G 1 1189.60341 595.30534 Y 439.22996 220.11862 3
i 12 1290.65108 645.82918 T 276.16663 138.58695 2
I 13 R 175.11895 88.06311 1

Tabla 1- Espectro de fragmentacion teérico para el péptido humano (en color se marcan los
fragmentos que se observan experimentalmente)

GC(Carbamidomethyl)AEKNKPGVYTR

MH*(av) | MH*!(mono) MH*?(av) | MH*?(mono)

1480.6959 1479.7373 740.8517 740.3723

=1 b- b2 Seq. y s =2
L 1 = 5 G & 2 13
I 2 218.0534 - C{Cabamidomethyl) | 1422.7158 711.8615 12
[ 3 289.0965 = A 1262.6852 631.8462 1
I 4 418.1391 = E 1191.648 596.3277 10
I 5 5452341 273.6207 K 1062.6055 531.8064 9
f 6 660.277 330.6421 N 9345105 467.7589 8
f 7 788.3719 394.6896 K 820.4676 410.7374 7
§ 8 885.4247 443216 3 692.3726 346.6899 3
I 9 942.4462 471.7267 G 595.3198 298.1636 5
I 10 10415146 521.2609 v 533.2984 269.6528 4
[ 1 12045779 602.7926 Y 439.23 220.1186 3
[ 12 1305.6256 653.3164 T 276.1666 138.587 2
i 13 - = R 175.119 88.0631 1

Tabla 2- Espectro de fragmentacion tedrico para el péptido murino (en color se marcan los
fragmentos que se observan experimentalmente)
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NAD4_170327153424 raw #2127 RT. 8.4746 min
FTMS, 488.9245@hcd27.00, z=+3, Mono miz=488.92456 Da, MH+=1464.75913 Da, Match Tol =0.05 Da
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Espectro 1- Espectro experimental que coincide con péptido de PLAU humana. Se pintan en rojo
y azul los fragmentos de las series y y b que coinciden con los tedricos esperados
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