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“Aquel que tiene un porqué para vivir se puede enfrentar a todos los cómos” 

Friedrich Nietzsche
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RESUMEN 
 

El ácido 20-hidroxieicosatetranóico (20-HETE) es el producto del metabolismo del ácido 

araquidónico por las isoformas con actividad 20-hidroxilasas del citocromo P450 

(CYP4F2 y CYP4A11) y se ha demostrado que cumple un rol importante en la biología 

de diferentes tumores humanos. Recientemente, el receptor acoplado a proteína G, 

GPR75, fue identificado como blanco para el 20-HETE en células endoteliales humanas. 

Por otro lado, datos previos de nuestro laboratorio demostraron que la inhibición de la 

síntesis de 20-HETE disminuye significativamente la viabilidad de células de cáncer de 

próstata sensibles a andrógenos (LNCaP) a través de la interacción con la vía del 

receptor de andrógenos (RA).   Así, el objetivo de este trabajo fue indagar sobre los 

mecanismos intracelulares comprometidos en las acciones protumorigénicas del 20-

HETE en células de cáncer de próstata de origen humano, planteando como objetivos 

específicos: determinar si el 20-HETE modifica la actividad transcripcional del receptor 

de andrógenos en células de cáncer de próstata sensibles a los andrógenos, e identificar 

posibles vías intracelulares activadas por el 20-HETE en células de cáncer de próstata 

no sensibles a los andrógenos. 

A tal fin, se utilizaron dos líneas celulares de cáncer de próstata humano, una sensible 

a andrógenos (LNCaP) y otra línea no sensible a andrógenos (PC-3). Las células fueron 

incubadas con vehículo (control) o estimuladas con 20-HETE (0.1 nM) en presencia o 

ausencia de dos antagonistas del receptor GPR75: aspartato de sodio 19(R)-

hidroxieicosa-5(Z), 14 (Z)-L-dienol (19-HEDE) o aspartato de sodio ((6Z, 15Z)-20-

hidroxieicosa-6,15-dienol (AAA) (5 o 10 M para ambos); o con el agonista del RA, 5-

dihidrotestosterona (DHT 10 nM).  

Se utilizaron las siguientes técnicas: western blot para determinar la expresión de 

proteínas totales o fosforiladoas. Inmunofluorescencia indirecta y/o fraccionamiento 

celular para evaluar la distribución subcelular de proteínas o cambios del citoesqueleto. 
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Medición del antígeno prostático específico (PSA), cuya producción está bajo regulación 

del RA. Ensayo del gen reportero con un vector del PSA acoplado a luciferasa para 

evaluar la actividad transcripcional del RA. Ensayo de cierre de herida para la evaluación 

de la migración celular, y zimografía para la determinación de la actividad de la 

metaloproteasa de matriz- 2 (MMP-2). El análisis estadístico de los resultados se realizó 

utilizando el test de Student, o bien ANOVA de una vía, seguida de análisis por Tuckey.      

En primer lugar, se constató en ambas líneas celulares la expresión del receptor GPR75. 

Como ocurre con otros receptores asociados a proteína G, se observó una disminución 

significativa en su expresión después del estímulo con el agonista 20-HETE (p<0.0001 

vs. control para LNCaP (36 h) y PC-3 (12 h)).  

En las células LNCaP se estudió el efecto del 20-HETE sobre algunos mecanismos 

dependientes del RA. El estímulo con 20-HETE (0.1 nM) incrementó la expresión del 

RA en un 37.35% (p<0.01 vs control, 36 h), la presencia nuclear del RA en un 62.8% 

(p<0.0001 vs control, 45 min), la actividad transcripcional del RA en 178% (p<0.0001 vs 

control, 36 h) y la secreción de PSA en un 58% (p<0.05 vs control, 36 h), siendo estas 

respuestas dependientes del receptor GPR75. La coincubación (36 h) con 20-HETE (0.1 

nM) y DHT (10 nM) dio como resultado un efecto sinérgico en la actividad transcripcional 

del RA medido como un aumento del 58% sobre la señal de luciferasa obtenida con 

DHT sola (p<0.0001 vs DHT).  

En células PC-3 se indagaron los mecanismos independientes del RA. El estímulo con 

20-HETE (0.1 nM) aumentó la expresión de la proteína clon-5 inducible por peróxido de 

hidrogeno (HIC-5) en 150% (p<0.0001 vs control, 12 h). Asimismo, incrementó la 

fosforilación (y consecuente activación) de varias moléculas de señalización intracelular 

tales como: EGFR (Tyr 1092), NF-B (Ser 536) y Akt (Ser 473) en 146, 172 y 219% 

respectivamente (p<0.01 para NF-kB, y p<0.001 para EGFR y AKT vs. Control, 2 hs). 

Además, el 20-HETE promovió la redistribución de p-Akt (p<0.01 vs control, 1h) hacia 

el núcleo, y de PKC del núcleo (p<0.05 vs control, 10 min) a la fracción de membranas 
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(p<0.01 vs control, 10 min). También, la presencia de 20-HETE (0.1 nM) promovió la 

transición epitelio mesenquimal (TEM) a través de la disminución en la expresión de e-

caderina en un 40% (p<0.0001 vs control, 24 h) y el aumento de la vimentina en 150% 

(p<0.0001 vs control, 24 h), e incrementó la actividad de MMP-2 en 52% (p<0.05 vs 

control, 24 h). Respecto de la remodelación del citoesqueleto, el 20-HETE aumentó las 

fibras de estrés de F-actina, e incrementó la fosforilación de la quinasa de adhesión focal 

(FAK) (Tyr 397) en 89% (p<0.0001 vs. Control, 24 h). Los ensayos funcionales 

mostraron que el 20-HETE aumentó el porcentaje de migración celular del 48,9% 

(p<0.0001 vs control, 16hs). La inhibición de las vías de: PKC (RO318220, 100 nM), 

PI3K/AKT (LY194002, 25 mM) y NF-kB (sulfasalazina, 500 M) disminuyeron el 

porcentaje de migración celular activado por el 20-HETE en 37.3, 33.0 y 24.8% 

respectivamente (RO318220 p<0.001, LY294002 y sulfasalazina p<0.0001 vs. 20-HETE 

solo, 16 h). Más aun, la inhibición de PI3K/AKT y NF-kB disminuyó la migración celular 

per se (p<0.01 y p<0.0001 vs. control respectivamente). 

El antagonista del receptor GPR75 (AAA, 10 M) revirtió todos los efectos del 20-HETE. 

Más aún, el antagonista por si solo aumentó la fosforilación de p-38 (Tyr 182) en 248% 

(p<0.0001 vs control, 2 h), disminuyó la presencia nuclear de Akt, p-Akt y NF-k (Akt 

p<0.01, p-Akt y NF-kB p<0.0001 vs control, 1h).  

Los resultados del presente trabajo de tesis proveen evidencias sobre los mecanismos 

intracelulares comprometidos en las acciones protumorigénicas del 20-HETE en células 

de cáncer de próstata y demuestran que ellas requieren del estímulo del receptor 

GPR75. De esta manera, el antagonismo del receptor GPR75 podría ser considerado 

en el futuro como una interesante y novedosa diana terapéutica para el tratamiento de 

cáncer de próstata. 

. 

  



 
 

XII 

ABSTRACT 
 

20-hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE), the product of 20-hydroxylation of 

arachidonic acid by cytochrome P450 isoforms (CYP4F2 and CYP4A11), has a role in 

the oncogenesis of several human tumors. Recently, the G-protein coupled receptor 

GPR75 has been identified as the target for 20-HETE in human endothelial cells. Our 

laboratory has previously shown that 20-HETE mediates the viability of androgen- 

dependent prostate cancer cells (LNCaP) acting as a signaling molecule in the androgen 

receptor (AR) pathway. The aim of this study was to explore the intracellular mechanisms 

involved in the protumorigenic actions of 20-HETE in human prostate cancer cells. The 

specific aims of this work were: 1. to determine the role of 20-HETE in the transcriptional 

activity of the AR in androgen sensitive prostate cancer cells, and, 2. to identify the 

intracellular pathways activated by 20-HETE in androgen independent prostate cancer 

cells.  

Two different prostate cancer cells lines were used: the androgen- sensitive cell line 

(LNCaP) and the androgen- insensitive cell line (PC-3). Cells were incubated with vehicle 

(control) or with 20-HETE (0.1 nM) in the presence or absence of two different 

antagonists of the 20-HETE receptor, GPR75: sodium ((6Z,15Z)-N-(20-hydroxyeicosa-

6(Z),15(Z)-dienoyl) aspartate (AAA), or sodium 19(R)-hydroxyeicosa-5(Z) 14(Z)-dienoyl-

L-aspartate (19-HEDE) (both 5 or 10 uM); or with the AR agonist, 5-dihydrotestosterone 

(DHT 10 nM).  

The following assays were performed: Western Blot for total or phosphorylated protein 

expression and indirect immunofluorescence or subcellular fractionation for identifying 

subcellular protein distribution and changes in cell cytoskeleton.  

For the evaluation of the transcriptional activity of AR both, the reporter gene assay using 

a construct vector including a prostate specific antigen (PSA, a gen under AR regulation) 
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promoter and luciferase as the reporter gene, and direct quantification of PSA release 

into the conditioned medium were performed. Scratch wound healing assay was used 

for the evaluation of cell migration, and zymography assay for studying the activity of 

matrix metalloproteinase-2 (MMP-2). Results were analyzed using t-student test or one-

way ANOVA followed by Tuckey’s. 

 

First, the expression of GPR75 receptor was confirmed in PC-3 and LNCaP cells. As 

previously reported for other G-protein coupled receptors, incubation with the agonist, 

20-HETE (0.1 nM, 36 h and 12 h for PC-3 and LNCaP cells respectively) reduced the 

expression of GPR75 in both cells lines (p<0.0001 vs control for both).  

The effects of 20-HETE on AR dependent mechanisms were studied in LNCaP cells. 

Incubation with 20-HETE (0.1 nM) increased AR expression by 37,35% (p<0.01 vs 

control, 36 h), the nuclear abundance of AR by 62,6% (p<0.0001 vs control, 45 min), the 

luciferase signal by 178% (p<0.0001 vs control, 36 h), and PSA secretion by 58% 

(p<0.05 vs control, 36 h). These results were reverted by coincubation with the GPR75 

antagonist, 19-HEDE. Coincubation of 20-HETE (0.1 nM) and DHT (10 nM, 36h) resulted 

in a synergistic effect. Indeed, 20-HETE increased by 58% the luciferase signal promoted 

by DHT alone (p<0.0001 vs DHT alone).  

As for the AR- independent mechanisms triggered by 20-HETE, they were analyzed in 

PC-3 cells. Incubation with 20-HETE (0.1 nM) induced the Peroxide-Inducible Clone 5 

Protein (HIC-5) expression by 150% (p<0.0001 vs control, 12 h). Besides, 20-HETE 

increased the phosphorylation (and activation) of intracellular signaling molecules like: 

EGFR (Tyr 1092), NF-kB (Ser 536) and AKT (Ser 473) by 146%, 172% and 219%, 

respectively (vs control, p<0.01 for NF-kB, and p<0.001 for EGFR and AKT, 2 h). Also, 

20-HETE promoted the nuclear redistribution of p-AKT (p<0.01 vs control, 1 h), 
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diminished the nuclear signal of PKC (p<0.05 vs control, 10 min) and increased the 

expression of PKC in the membrane fraction (p<0.01 vs control, 10 min).  

Furthermore, 20-HETE (0.1 nM) promoted the epithelial mesenchymal transition (EMT) 

by the reduction of the expression of e-cadherine by 40% (p<0.0001 vs control, 24 h) 

while increasing the one of vimentin by 150% (p<0.0001 vs control, 24 h), and induced 

MMP-2 activity by 52% (p<0.05 vs. control, 24 h). Moreover, 20-HETE boosted the 

remodeling of the cytoskeleton by the promotion of the F-actin stress fibers, and 

increased the phosphorylation of FAK (Y397) by 89% (p<0.0001 vs control, 24 h). 

Functional tests showed that 20-HETE induces cell migration by 48.9 % (p<0.0001 vs 

control, 16 h). The inhibition of the pathways which had been found to be activated by 

20-HETE: PKC (RO318220, 100 nM), PI3K/AKT (LY194002, 25 mM) and NF-kB 

(sulfasalazine, 500 mM), diminished the cellular migration activated by 20-HETE by 37.3, 

33.0 and 24.8% respectively (RO318220 p<0.001, LY294002 and sulfasalazine 

p<0.0001 vs. 20-HETE alone, 16 h). Moreover, the sole inhibition of PI3K/ATK or NF-kB 

reduced cellular migration per se (P<0.01 and p<0.0001 vs. control respectively).  

Incubation with the antagonist of GPR75, AAA (10 M) reverted all the effects triggered 

by 20-HETE. Moreover, AAA alone increased the phosphorylation of p-38 (Tyr 182) by 

248 % (p<0.0001 vs control, 2 h), reduced the nuclear signal of AKT, p- AKT and NF-kB 

(AKT p<0.01, p- AKT and NF-kB p<0.0001 vs control, 1 h). 

Taken together, our results show evidence for the intracellular mechanisms involved in 

the protumorigenic actions of 20-HETE in human prostate cancer cells and prove the 

role of GPR75 in these events.  

Thus, in the future, the antagonism of GPR75 receptor might be considered as an 

interesting and novel therapeutic target for prostate cancer treatment.      
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INTRODUCCIÓN 
 

1. ÁCIDO 20-HIDROXIEICOSATETRANÓICO (20-HETE) 
 

El ácido 20-Hidroxieicosatetranóico (20-HETE) es un metabolito del ácido araquidónico 

(AA) perteneciente a la familia de los eicosanoides (un grupo de moléculas de carácter 

lipídico originadas de la oxidación de los ácidos grasos esenciales de 20 carbonos) 1.   

El AA es un ácido graso poliinsaturado de 20 átomos de carbono con 4 dobles enlaces 

en las posiciones 5, 8, 11 y 14, en disposición cis, perteneciente a la familia de los ácidos 

grasos omega-6 (-6). Figura 1. Es un lípido estructural de la célula y comprende entre 

el 5 y el 15 % del total de los ácidos grasos que conforman los fosfolípidos de la 

membrana. Comúnmente, se encuentra ubicado en la posición 2 del esqueleto de 

glicerol de los fosfolípidos y está relacionado con la integridad estructural, fluidez y la 

flexibilidad de las membranas celulares 1.  

 

Figura 1. Estructura química del ácido araquidónico (AA) 

 

Para los mamíferos, la fuente principal del AA es una dieta rica en aves de corral, 

pescado, mariscos y huevos 2, además es posible su síntesis a partir de su precursor, 

el ácido linoléico, siguiendo la ruta de la síntesis de ácidos grasos poliinsaturados 1. 

Es especialmente abundante en músculo esquelético, cerebro, hígado, bazo y retina. 

En el torrente sanguíneo, se encuentra una concentración muy baja de AA en su forma 
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libre (menos al 0.00312 g/mL) debido a que la albumina presente en la sangre forma 

rápidamente enlaces con los ácidos grasos libres para protegerlos y transportarlos, pero 

se debe tener muy claro que la concentración de AA esterificado es 180 g/mL 3 siendo 

un ácido graso abundante en circulación 4. 

Anteriormente se mencionó que el AA se localiza naturalmente en los fosfolípidos de 

membrana. Existen tres principales familias de fosfolipasas que pueden liberar el AA de 

los fosfolípidos: la fosfolipasa A2 (PLA2), la fosfolipasa C (PLC) y la fosfolipasa D (PLD), 

siendo la PLA2 la más importante. 
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Figura 2. Vías metabólicas del ácido araquidónico. El AA es metabolizado por tres vías: 
ciclooxigenasa (COX), lipoxigenasa (LOX) y citocromo P450 (CYP). Para el 20-HETE se presenta 
la vía de degradación por acción de las COXs. Gráfico adapatado de Effect of cytochrome P450 
polymorphism on arachidonic acid metabolism and their impact on cardiovascular diseases. Doi: 
10.1016/j.pharmthera.2009.12.002 

 

El AA liberado puede ser metabolizado por tres posibles vías enzimáticas: 

ciclooxigenasa (COX), lipoxigenasa (LOX) y la vía del citocromo P450 (CYP450) para 

dar como resultado compuestos que actúan como moléculas de señalización y disparan 

señales moleculares autocrinas y paracrinas. Las vías metabólicas del AA se presentan 

en la Figura 2, y cada una de ellas se describe a continuación. 

 

1.1. Vía de la ciclooxigenasa (COX) 
Existen tres isoformas de la enzima COX, también conocidas como prostaglandina G/H 

sintetasa, que metabolizan al AA libre dando como producto los prostanoides, término 

utilizado para englobar a las prostaglandinas (PGs) y los tromboxanos (TXs). 

COX-1 es una enzima constitutiva expresada en todos los tejidos. COX-2, por otro lado, 

es una isoforma inducible encontrada en el riñón, en los macrófagos del cerebro y en 

los tejidos inflamados; que responde a estímulos inflamatorios como citoquinas, 

hormonas o factores de crecimiento. Finalmente, COX-3 es una isoforma expresada en 

el tejido nervioso y su función aún no se ha elucidado 5. 

Las isoformas COX-1 y COX-2 introducen dos moléculas de O2 al AA para formar 9,11-

endoperoxido cíclico 15-hidroperoxido (PGG2), producto inestable que rápidamente es 

hidratado pasando a PGH2. La PGH2 sirve como sustrato de varias enzimas específicas 

que generan las prostaglandinas PGE2, PGD2 y PGF2, además de la prostaciclina PGI2 

y los tromboxanos (ej. TXA2) 1.   
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1.2. Vía de la lipoxigenasa (LOX) 
A diferencia de la vía de las COX donde a partir de un sustrato común se producen las 

diferentes prostaglandinas y tromboxanos, en la vía de la LOX existe una enzima 

específica para cada posición de oxigenación del AA. La familia de las LOX, está 

constituida por cuatro isoformas nombradas de acuerdo al lugar donde actúan (5-LOX, 

8-LOX, 12-LOX, 15-LOX). Los productos de esta vía son los leucotrienos (LT), las 

lipoxinas (LX) y los ácidos hidroperoxieicosatetranoicos (HPETEs), que son 

rápidamente transformados en ácidos eicosatetranoicos (HETEs) por acción de las 

peroxidasas 1.  

 

1.3. Vía del Citocromo P450 (CYP) 
La superfamilia del citocromo P450 (CYP) se encuentra formada por hemoproteínas 

monooxigenasas de función mixta presentes en plantas y animales, encargadas del 

metabolismo de diferentes sustratos, entre otros, los xenobióticos. En el genoma 

humano se encuentran codificados más de 50 miembros de este conjunto que surgieron 

de la duplicación de genes seguidos de divergencias posteriores que les dieron la 

capacidad de ser específicos para cada sustrato.  La especificidad de estas enzimas se 

encuentra codificada en una delimitada región de la estructura primaria, y más 

importante aún, la especificidad por el sustrato de miembros cercanos de esta familia 

se encuentra definida por el cambio en residuos críticos o de un simple aminoácido en 

la estructura 6–8.    

A fines de su nomenclatura, la abreviación CYP va seguida de un número que indica la 

familia del gen, seguida de una letra mayúscula que indica la subfamilia y otro número 

para el gen individual. Las familias de CYP comparten más del 40% de su identidad en 

aminoácidos, mientras que los miembros de las subfamilias comparten más del 55% de 

identidad en aminoácidos. Los CYPs son proteínas asociadas a las membranas 

citoplasmática, mitocondrial y del retículo endoplásmico, donde actúan metabolizando 
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diversos compuestos endógenos y exógenos 6. Se expresan principalmente en el hígado 

donde participan en el metabolismo de xenobióticos.  

Uno de los sustratos de los CYPs es el AA, el cual puede ser transformado en diferentes 

productos dependiendo de cuál de las isoformas del CYP actúe. Las epoxigenasas son 

CYPs pertenecientes a la familia CYP2, y a las subfamilias CYP2C y CYP2J, que 

introducen un grupo epoxi (-O-) a uno de los doble enlaces presentes en el AA, dando 

como resultado 4 productos regioisoméricos (ácidos epoxieicosatrienóicos, EETs) que 

dependiendo del lugar donde se produce la epoxidación pueden ser: 5,6-EET; 8,9-EET; 

11,12-EET; 14,15-EET 9.  

Por otro lado, los CYPs con actividad 20-hidroxilasa, conocidos también como -

hidroxilasas, pertenecen a la familia CYP4, y a las subfamilias CYP4A y CYP4F. 

Introducen un grupo hidroxilo (-OH) en el carbono terminal o en determinados casos, 

cuando la disposición espacial del ácido graso ve comprometido el último carbono o bajo 

estímulos específicos, en el penúltimo carbono, dando como productos a los ácidos 20-

hidroxieicosatetranoico (20-HETE) y 19-hidroxieicosatetranoico (19-HETE) en una 

proporción propia de cada enzima. Es importante aclarar que la cantidad de 19-HETE 

producida por las 20-hidroxilasas corresponde a una pequeña proporción del total de 

eicosanoide producido 10,11.  

 

1.3.1. CYPs con actividad de epoxigenasas 

En los seres humanos, la subfamilia de epoxigenasas CYP2C se encuentra conformada 

por 4 miembros (CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 y CYP2C19), mientras que la familia de 

CYP2J está constituida únicamente por 1 miembro, el CYP2J2. Todos los CYPs 

nombrados tienen la capacidad de producir EETs pero difieren en la actividad catalítica 

y la regio-estereoselectividad, además de la expresión en los diferentes tejidos.  
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1.3.2. CYPs con actividad de 20-hidroxilasas.  

Las 20-hidroxilasas son un grupo de monooxigenasas, con una unidad HEMO en su 

estructura que transforman el grupo metilo terminal de una cadena hidrofóbica alifática 

en un metabolito alcohólico, más polar, a través de la catálisis de una reacción de 

oxidación. Conforman un grupo de 12 genes y 13 enzimas divididas en 6 subfamilias: 

CYP4A, CYP4B, CYP4F, CYP4V, CYP4X y CYP4Z 8; siendo los miembros 

pertenecientes a la subfamilia 4A y 4F las más estudiadas. Los CYP4A11 y CYP4F2 

son las isoformas de mayor expresión en el humano 12, siendo el CYP4F2 el de mayor 

actividad biológica 13,14,10, motivo por el cual será objeto de nuestro estudio. Estas 

enzimas se expresan en diferentes tejidos y tipos celulares, pero se ha descripto la 

expresión más alta en el hígado y el riñón 15–18. La enzima CYP4F2 es la mayor 

productora de 20-HETE a nivel renal, responsable de la síntesis del 70 % del 20-HETE 

de origen renal 15.   

Varios estudios demostraron que los andrógenos aumentan la expresión de varias 

isoformas del CYP4. Utilizando como modelo de estudio ratas y ratones, se encontró 

que la administración de 5-dihidrotestosterona (DHT) induce la expresión de CYP4 y 

aumenta la biosíntesis de 20-HETE 19,20–23. Además, un trabajo de nuestro grupo 

confirmó que la incubación con DHT resulta en un aumento de la expresión del CYP4F2 

en células de cáncer de próstata de origen humano sensibles a los andrógenos 24.     

 

1.3.3. 20-HETE. Origen, efectos y mecanismos de acción 

La presencia de 20-HETE ha sido identificada en el hígado, riñón, corazón, pulmones, 

arterias, cerebro, intestino delgado y páncreas, siendo el músculo liso el principal sitio 

de síntesis de este eicosanoide 25. Además, las células derivadas de la médula ósea 

como los neutrófilos, plaquetas y las células epiteliales progenitoras son consideradas 

fuentes de síntesis de 20-HETE 26–28.   
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Una vez sintetizado, el 20-HETE puede pasar a formar parte de los fosfolípidos de 

membrana 29, activar quinasas de forma directa 30, actuar como segundo mensajero 

intracelular 31, o interactuar con su receptor recientemente identificado, el receptor 

GPR75 32. La inactivación del 20-HETE ocurre de manera espontánea por oxidación del 

hidroxilo del carbono terminal a grupo carboxilo dando como resultado el ácido 20-

carboxieicosatetranóico (20-COOH-AA) 33; o bien puede ser metabolizado por la COX-

2 a 20-OH-PGE2, un producto inactivo 34 (Figura 2). 

Las acciones mejor descriptas del 20-HETE están relacionadas al sistema 

cardiovascular y renal. Este eicosanoide es un potente vasoconstrictor 32. Juega un 

complejo rol en la regulación de la presión arterial: mientras que a nivel renal incrementa 

la excreción de sodio, a nivel vascular aumenta la resistencia periférica 29. Asimismo, 

juega un importante papel en la autorregulación del flujo sanguíneo en el cerebro 25. 

Además, el 20-HETE tiene efectos pro inflamatorios, estimula la respuesta angiogénica 

y mitogénica, efectos que serán descritos más detalladamente en el apartado 2.4.  

Las acciones como vasoconstrictor y natriurético del 20-HETE fueron atribuidas a la 

activación de la vía fosfolipasa C (PLC)/ proteína quinasa C (PKC); y sus efectos en la 

proliferación y migración celular han sido asociados con la activación del proto-oncogen 

protein-tirosin-quinasa (c-Src) y al receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR, por 

sus siglas en inglés) 35. Estos mensajeros son comunes a otros estímulos que 

intervienen en la proliferación y transformación celular, y el crecimiento tumoral 35,28,36. 

 

1.3.3.1. Receptor GPR75 

Uno de los misterios más grandes del 20-HETE, durante muchos años, fue el 

mecanismo de acción de este eicosanoide. Es sabido que el 20-HETE promueve la 

fosforilación del EGFR como primer paso para la activación de la cascada MAPK-IKK-
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NF- que termina en la producción de citoquinas inflamatorias 37, y la expresión de la 

enzima de conversión de angiotensina (ACE, por sus siglas en inglés) 38, entre otras.  

Durante la última década, se debatió entre dos teorías que pudieran explicar las 

acciones de este eicosanoide: que el 20-HETE, al ser un ácido graso pequeño, pudiera 

traspasar la membrana plasmática y estimular la tirosina-quinasa y la consecuente 

fosforilación del EGFR, o que el 20-HETE actúe a través de un receptor acoplado a 

proteína G (GPCR, por sus siglas en inglés) 37, como ocurre con las prostaglandinas 39.  

Las primeras evidencias de un receptor específico para el 20-HETE surgieron en el año 

2003 con el descubrimiento de que los análogos inactivos del 20-HETE antagonizaban 

la vasoconstricción inducida por este eicosanoide 40. 

Finalmente, en el año 2017, el receptor GPR75 acoplado a la proteína G (Gq/11), 

huérfano hasta ese momento, fue identificado en células del musculo liso como el 

receptor específico para 20-HETE. La constante de disociación (Kd) (constante referida 

a la solidez de las interacciones moleculares, a menor Kd, mayor afinidad de unión) está 

en el rango nanomolar (nM) 32, que representa una alta afinidad ligando-receptor. En los 

experimentos realizados en el trabajo publicado por Garcia et al., se demostró que es 

necesario el estímulo del GPR75 para que el 20-HETE pueda fosforilar a EGFR a través 

de c-Src, e iniciar la activación de su cascada. Además se identificó que, acoplada a 

este receptor, se encuentra la proteína clon-5 inducible por peróxido de hidrogeno (HIC-

5, por sus siglas en ingles), molécula de adhesión focal expresada en las células de 

músculo liso de varios tejidos, y que por diferentes estímulos transloca al núcleo donde 

regula la expresión de varios genes 41. Finalmente se demostró que, ante el estímulo 

del agonista, el receptor GPR75 recluta mayor cantidad de la quinasa de interactor-1 

acoplada a receptores de proteína G (GIT-1, por sus siglas en inglés) y aumenta la 

activación de PKC La Figura 3, ilustra las acciones desencadenadas por el estímulo 

del receptor GPR75 por el 20-HETE.  
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Figura 3. Receptor GPR75. Lado Izquierdo: El receptor GPR75 en su forma inactiva. Lado 
derecho: Receptor GPR75 en presencia de 20-HETE; activación de la cascada de señalización 
desencadenada por el eicosanoide. Se observa la fosforilación de EGFR por acción de c-Src y 
la activación de PLC por la proteína Gq/11 y posterior activación de PKC. HIC-5: Clon-5 inducible 
por peróxido de hidrógeno, G q/11: Subunidad de proteína G que activa a la fosfolipasa C (PLC), 
GIT-1: Quinasa de interactor 1 acoplada a receptores de proteína G, c-Src: Protooncogen tirosina 
quinasa Src, EGFR: Receptor del factor de crecimiento epitelial, MAPK: Protein-quinasa activada 
por mitógenos, PKC: Proteína quinasa C, NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas 
ligeras kappa de las células B activadas. Gráfico adaptado de 20-HETE Signals Through G 
Protein-Coupled Receptor GPR75 (Gq) to Affect Vascular Function and Trigger Hypertension. 
Doi: 10.1161/CIRCRESAHA.116.310525.  

 

El silenciamiento de la expresión de GPR75 en ratones modificados genéticamente para 

la sobreexpresión de la isoforma CYP4A12, y  la consecuente mayor producción 

endógena de 20-HETE, evitó las respuestas fisiopatológicas del 20-HETE: elevación de 

la presión arterial, incremento de la expresión de ACE, disfunción endotelial, 

contractilidad del músculo liso y remodelación vascular 32.  

La identificación de este receptor permitió diagramar los posibles caminos a través de 

los cuales actúa el 20-HETE. Además, constituyó la primera evidencia de que el 

producto de las 20-hidroxilasas actúa a través de un receptor tipo GPCR 11.  

El receptor GPR75 se expresa en las células que rodean las arteriolas de la retina y se 

encuentra en diferentes áreas del cerebro 42. Además, las bases de datos disponibles 

muestran que este receptor se expresa en la mayoría de los tejidos humanos incluyendo 

el cerebro, el riñón, la próstata y el corazón 43.    
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2. CÁNCER 

2.1. Definición 
 El cáncer es un grupo de patologías que tienen en común un crecimiento celular 

anormal y, en muchos casos, la adquisición de la capacidad de diseminarse y formar 

nuevos focos de crecimiento. En los seres humanos es un proceso que involucra gran 

cantidad de pasos que terminan en la transformación de un tejido normal a uno 

altamente maligno. Cada uno de estos pasos es un reflejo de las alteraciones genéticas 

y epigenéticas acumuladas por las células 44. Si bien las razones por las cuales se 

producen estas alteraciones, y el orden en el cual se producen, aún son evasivas para 

la ciencia, innumerables estudios y esfuerzos han permitido identificar algunas 

características indispensables para el desarrollo tumoral.  

Por lo general, estas células naturalmente transformadas tienen la capacidad de 

mantener activas las señales de proliferación, evadir los estímulos supresores de 

crecimiento y activar la invasión y la metástasis. Presentan inmortalidad replicativa, 

tienen una alta tasa de inducción de angiogénesis y resistencia a la muerte celular. 

Además, presentan una desregulación en el metabolismo energético y son capaces de 

evadir la destrucción por el sistema inmune utilizando a este último como un medio para 

el beneficio tumoral y la promoción de la inflamación. El genoma de estas células se 

caracteriza por la gran inestabilidad y mutabilidad. No todas estas características se 

encuentran presentes en cada célula tumoral, ni en todos los estadios de la enfermedad, 

pero se ha identificado que cada una de ellas es indispensable para el desarrollo y 

progresión de la enfermedad 45,46. 

Por otro lado, cada uno de los componentes que conforman el microambiente tumoral 

(células tumorales maduras e inmaduras, células inmunes asociadas a la inflamación, 

pericitos, células endoteliales, fibroblastos, entre otros), así como la disponibilidad o falta 

de nutrientes y señales celulares dentro del tumor, juegan un rol fundamental en el 
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desarrollo y malignidad de la enfermedad 45. En la Figura 4 se presenta un resumen 

gráfico de las transformaciones necesarias para la progresión tumoral. 

 

Figura 4. Transformaciones generales de la progresión tumoral. Se presenta las 
características fundamentales identificadas para el desarrollo tumoral y la progresión de la 
enfermedad. En la parte central del gráfico se observan los componentes del microambiente 
tumoral. Gráfico adaptado de Hallmarks of cancer: the next generation. Doi: 
10.1016/j.cell.2011.02.013. 

 

2.2. Ciclo celular 
El ciclo celular es una serie de eventos en los cuales los componentes celulares son 

duplicados de manera controlada con el fin último de dividirse y dar como resultado dos 

células hijas funcionales y con características y morfología iguales. Este ciclo se 

presenta con una naturaleza oscilatoria y fluctúa entre la fase de síntesis (fase S) y la 

de mitosis (fase M), separadas entre sí por dos fases intermedias conocidas como fase 

G1 y G2. Para ciertas células maduras, la fase de quiescencia celular o fase G0 se 

puede considerar como la detención del ciclo celular 47. La decisión de pasar de G1 a S 

representa un punto de no retorno que obliga a la célula a terminar en la división de dos 

células iguales, siendo un pasaje totalmente controlado y normalmente llamado “punto 

de restricción” 48. 
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Los complejos proteicos que median el pasaje entre fase y fase del ciclo celular son 

heterodímeros con actividad de serina/treonina quinasa y se componen por las quinasas 

dependientes de ciclinas (CDKs, por sus siglas en inglés) que tienen una función 

catalítica y, por otro lado, las ciclinas que tienen una función regulatoria, debido a que 

su concentración oscila a medida que progresa el ciclo celular 49. Por lo tanto, es 

característica la presencia de ciertas familias específicas de ciclinas-CDKs en cada una 

de las fases del ciclo. La figura 5 ilustra la progresión del ciclo celular y la dinámica de 

la expresión de ciclinas y CDKs. 

 

Figura 5. Fases del ciclo celular y dinámica de expresión de ciclinas. A. Fases del ciclo 
celular con la representación de los puntos de control del ciclo celular entre fase y fase. B. CDKs 
y ciclinas combinables. Las líneas rojas representan las uniones más comunes y documentadas, 
las líneas negras corresponden a uniones descritas encontradas en menor proporción en 
diferentes tipos celulares. C. Dinámica de expresión y predominio de las ciclinas por fase. D. 
Actividad de las CDK de acuerdo con la progresión del ciclo celular, el límite de cada fase se 
muestra con flechas. CDK: Quinasas dependientes de ciclinas. Adaptado de Cyclin-dependent 
kinases and cell-cycle transitions: does one fit all? Doi: 10.1038/nrm2510. 

 

La correcta progresión entre las fases del ciclo celular, asegurando la integridad de cada 

uno de los componentes celulares que deben ser duplicados y conservados, quedan 

asegurados en los puntos de control o “checkpoints”. Uno de los principales puntos de 
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control del ciclo celular es la integridad del ADN y se controla por dos mecanismos: 

aquellos controlados por la proteína supresora tumoral p53 en la fase G1 50, o, aquellos 

controlados por el camino de la quinasa de punto de control 1 (Chk1, por sus siglas en 

inglés) que es muy eficiente en la detención del ciclo celular en la fase S y G2 51. En el 

caso de que la reparación no sea exitosa la célula puede quedar atrapada en 

senescencia o entrar en apoptosis 52. El segundo punto de control importante sucede 

durante la anafase en la alineación de las cromátides hermanas en el huso mitótico. Se 

verifica en este punto el correcto ensamblaje del huso mitótico con los cromosomas y la 

actividad de las CDKs para las degradaciones finales necesarias para la telofase.  

Una de las características principales presentes en las células tumorales es la 

desregulación del ciclo celular, que juntamente con la activación constitutiva de señales 

mitogénicas o, en algunos casos, la falta de estas señales, promueven una 

sobreproliferación descontrolada 53, en la cual los puntos de control son sobrepasados 

dando como resultado la inestabilidad genética y la acumulación de mutaciones que 

derivan en un fenotipo celular más agresivo y metastásico.  

 

2.3. Desarrollo de metástasis 
La capacidad de diseminarse a otros órganos define la malignidad del tumor y 

aproximadamente el 90% de los casos de muerte por cáncer no están relacionados al 

tumor primario, el cual suele ser quirúrgicamente extraíble y tratable, sino al desarrollo 

de metástasis. Este proceso es biológicamente ineficiente debido a todas las barreras 

que deben atravesar las células y a las transformaciones y adaptaciones que deben 

sufrir las mismas 54.  

Diferentes modelos animales desarrollados a partir de líneas celulares con 

características altamente agresivas y metastásicas han demostrado que únicamente el 

0.01% de las células pueden sobrevivir en el torrente sanguíneo, y aun así eso no 
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asegura que formen una metástasis o entren en un estado de latencia esperando las 

condiciones adecuadas para el desarrollo tumoral 55.  

Existen dos corrientes de pensamiento sobre el desarrollo de metástasis para tumores 

sólidos: el primero es un modelo lineal en el cual se remarcan cinco fases con sus 

características propias que terminan en la formación de un tumor secundario. En este 

modelo, se considera que el proceso de formación de una metástasis empieza una vez 

que se establece un tumor maduro y plenamente constituido 56.  

Contrariamente, en los últimos años ha surgido una nueva teoría que explica que la 

cascada que se desencadena para el desarrollo de una metástasis empieza muy 

temprano en la formación del tumor, aun antes de ser clínicamente diagnosticado. Este 

modelo refiere a un desarrollo mucho más complejo que el modelo lineal, y sugiere 

múltiples procesos que ocurren de manera paralela 57. 

Aun en este último modelo, para que las células puedan desarrollar exitosamente una 

metástasis deben desligarse del tumor primario, invadir el tejido circundante, penetrar 

en los vasos linfáticos o sanguíneos, sobrevivir en circulación, inmovilizarse en vasos 

distantes, extravasar para entrar a un nuevo potencial e inhóspito microambiente donde 

habrán de sobrevivir, adaptarse a las condiciones locales y formar una colonia 54. Una 

de las herramientas comúnmente utilizada por las células tumorales para adquirir las 

características necesarias para sobrevivir a cada uno de los pasos necesarios para la 

formación de metástasis es el cambio de fenotipo, de epitelial a mesenquimal, conocido 

como transición epitelio mesenquimal (TEM). La Figura 6 ilustra el proceso de 

metástasis a partir de un tumor epitelial. 
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Figura 6. Desarrollo de metástasis en tumores epiteliales. A. Células epiteliales. B. 
Sobreproliferación celular y pérdida de uniones célula-célula. C. Transición epitelio-
mesenquimal. D. Migración celular, remarcando la formación de adhesiones focales. E. Células 
invadiendo tejidos circundantes con activación de promotores de la degradación de la matriz 
extracelular. F. Intravasación. G. Supervivencia en el torrente sanguíneo y arresto de la célula 
por acción de proteínas de anclaje. H. Extravasación. I. Crecimiento del tumor secundario. 
Imagen adaptada de boletín de Abcam, Cell adhesion and metástasis, poster, 2017. 
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2.3.1. Disociación celular del tumor primario 

Los tumores sólidos son enormemente heterogéneos, formados por células epiteliales 

provenientes de la evolución policlonal que promueve la proliferación y supervivencia, 

por células con características de células madre que presentan pluripotencialidad (CSC 

por sus siglas en inglés), por células del propio sistema inmune que son reclutadas, y 

por las células que conforman el microambiente tumoral 58.  

Las células epiteliales normales no tienen la capacidad de invadir la matriz extracelular 

(ECM por sus siglas en inglés), en cambio, para una célula cancerosa, ésta es una 

característica necesaria para su evolución. Una de las teorías que explica la capacidad 

de la célula de disociarse del tumor primario e invadir el tejido circundante refiere a un 

mecanismo propio de células embrionarias: la TEM. Durante este proceso las células 

cambian de fenotipo, perdiendo la polaridad ápico-basal del citoesqueleto y los 

complejos de adhesión célula-célula (evidenciado por la pérdida de la expresión de e-

caderina y de las ocludinas). Adquieren además la capacidad invasiva y migratoria de 

las células mesenquimales, caracterizada por la expresión de marcadores propios de 

este fenotipo (n-caderina, vimentina, fibronectina) 59. El cambio en la expresión de 

caderinas se conoce como “switch de caderinas” y es reconocido por proveer a la célula 

con una mayor capacidad migratoria, al tiempo que previene la apoptosis y la 

senescencia. Se ha descripto que el factor de crecimiento transformante  (del inglés, 

TGF-) y la hipoxia son señales que activan la expresión de factores que regulan la 

transformación en células tumorales, como Snail1 60, Slug 60,61, ZEB1 62–64, ZEB2 63,65 y 

Twist 66, los cuales a su vez han sido asociados a la activación de TEM que resulta en 

el desarrollo del proceso metastásico.  

 

2.3.2. Invasión celular 

Los tumores sólidos se encuentran embebidos en una compleja matriz extracelular 

formada por una variada cantidad de componentes que se pueden clasificar en tres 
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grandes grupos: proteoglicanos y glucosaminoglicanos, proteínas estructurales 

(colágeno y elastina), y proteínas de adhesión (fibronectina y laminina), además de 

barreras físicas como la membrana basal y el endotelio de los vasos sanguíneos y 

linfáticos 67.  

Es necesario para las células tumorales que iniciaron migración, solas o en conjunto, 

tener la capacidad de reconfigurar la matriz extracelular, desintegrando los anclajes que 

las mantienen juntas y pegadas. Esto depende de la capacidad de invasión de la célula 

misma y de la conformación de la matriz extracelular del tumor primario.   

Las metaloproteasas de matriz (MMPs, por sus siglas en inglés) son proteínas que se 

encuentran finamente controladas en los tejidos normales, y son una de las principales 

señales sobreactivadas en tejidos tumorales. Forman parte del grupo de enzimas 

encargadas de la degradación y reconfiguración de la matriz extracelular. Las MMPs 

conforman un grupo de veintiseis endopeptidasas dependientes de zinc que se 

encuentran ancladas a la membrana celular y se subdividen en cinco familias 

dependiendo de su función y estructura: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, 

metaloproteasas de membrana y otras MMPs 68. 

Las células pueden migrar solas o en conjunto, en este último caso, al frente del 

conglomerado pueden encontrarse células con características mesenquimales que 

tienen adheridas un cúmulo de células que mantienen las características epiteliales 69. 

Sea cual fuere el caso, desde el punto de vista molecular deben activarse varias vías 

intracelulares identificadas en la migración celular, como la vía del fosfatidilinositol 

trifosfato (PIP3, por sus siglas en inglés). Cuando  se estimula PIP3, activa las enzimas 

con acción GTPasa pertenecientes a la familia Rho, que modulan a su vez la 

reestructuración del citoesqueleto celular, la adhesión celular a través de la activación 

de las quinasas de adhesión focal (FAK, por sus siglas en inglés) y el tráfico de 

membranas, siendo cada uno de estos eventos necesarios para la motilidad celular 70.   
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2.3.3. Intravasación 

El pasaje de las células tumorales al torrente sanguíneo es uno de los puntos 

importantes en la formación de las metástasis, pues permite la diseminación celular a 

órganos distantes donde puede iniciarse el tumor secundario. Varios factores 

contribuyen a la intravasación: el fenotipo del tumor primario, la integridad del endotelio 

y el microambiente local 56. El ingreso al torrente sanguíneo involucra drásticos cambios 

en la forma y unión de las células tumorales, que adquieren el nombre de células 

tumorales en circulación (CTCs, por sus siglas en inglés) cuando se encuentran hasta 

tres células juntas, o microembolias tumorales en circulación (CTMs, por sus siglas en 

inglés) cuando son conjuntos grandes de células 57. Tanto las CTCs como las CTMs 

deben superar la muerte celular, al sistema inmune y a la desfragmentación por el flujo 

sanguíneo cuando se encuentran en circulación 71. Además, las CTCs deben adquirir la 

capacidad de resistir al anoikis, tipo de apoptosis desencadenado por una insuficiente 

interacción de la célula con la matriz extracelular y otras células 72.  

 

2.3.4. Extravasación 
La extravasación y la colonización son procesos conjuntos que se producen en tres 

pasos consecutivos: el arresto de la CTC en los vasos sanguíneos, la migración a través 

del endotelio y la supervivencia, proliferación y colonización del lugar de siembra de las 

células tumorales 57.  

El primer paso en la extravasación es el arresto en los vasos sanguíneos que puede 

ocurrir por oclusión o adhesión de las CTCs al endotelio vascular 73. Las oclusiones 

pueden formarse a partir de trombos asociados a tumores, la trombina facilita la 

adhesión de las CTCs al endotelio, dándole a las células ventajas para extravasar antes 

de que el trombo sea liberado 74,75. Tanto la adhesión como las oclusiones suelen ocurrir 

donde el flujo sanguíneo es bajo 76. 
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Una vez adheridas al endotelio, las CTCs pueden ingresar al espacio perivascular a 

través de una migración transendotelial o a través de la disrupción del endotelio 57. El 

tumor primario envía señales moleculares a través del sistema vascular que promueve 

en diferentes capilares la expresión de citoquinas inflamatorias y factores de 

crecimiento, como factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en 

inglés), provocando una disminución de la formación de la barrera endotelial, que 

permite la salida de las CTCs y el inicio de la angiogénesis cuando el tumor secundario 

se encuentra formado 77. En experimentos in vivo, menos del 0.01% de las células 

inyectadas al torrente sanguíneo lograron sobrevivir y extravasar. 

Una vez atravesado el endotelio, la célula tumoral debe adaptarse al nuevo 

microambiente en el cual se encuentra. Aquellas con capacidades adaptativas 

desarrolladas y un ambiente favorable proliferan rápidamente y el tumor secundario se 

desarrolla. En otros casos, si las células no pueden adaptarse rápidamente, o cuando 

el nicho tiene una alta producción de señales anti proliferativas las micrometastasis 

entran en latencia. En este estado las células pueden estar quiescentes, con activación 

de señales intracelulares que las retienen en la fase G0 del ciclo celular, como la 

activación de la quinasa p-38, o pueden encontrarse en un equilibrio entre proliferación 

y muerte celular que no permite que el tumor aumente de tamaño 78. Estas células o 

micrometastasis pueden volverse activas entre días o décadas.   

 

2.4. Expresión de 20-hidroxilasas en tumores 
En cáncer, las isoformas del CYP asociadas típicamente con la eliminación de drogas 

se encuentran disminuidas, al tiempo que aumentan las isoformas de la familia CYP4 

con actividad de 20-hidroxilasas que utilizan sustratos endógenos 8. 

Estudios in vitro demostraron que la expresión del mRNA del CYP4F2 es mayor en 

células de adenocarcinoma renal respecto de sus controles normales 79. Mas aún, en 

tumores de tiroides, ovario, mama y colon de origen humano existe una sobreexpresión 
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del mARN y proteínas de las isoformas CYP4F2 y CYP4A11 80. Asimismo, la expresión 

del CYP4F2 y CYP4F3 es mayor en el adenocarcinoma ductal pancreático en 

comparación con los tejidos adyacentes emparejados 81. 

Otros autores han encontrado una correlación negativa entre la intensidad de expresión 

del CYP4A11 (la otra 20-hidroxilasa expresada en humanos) y el pronóstico de la 

enfermedad en una cohorte de 650 pacientes con cáncer de colon. Más 

específicamente, el promedio de sobrevida fue de 132 meses para los portadores de 

tumores con expresión negativa para CYP4A11 y de 105 meses para los positivos 39. 

En otro trabajo, con una cohorte de 98 pacientes, se encontró una mayor intensidad de 

expresión del CYP4A11 en muestras de carcinoma de mama invasivo respecto del no 

invasivo o de tumores benignos 82.  

Sin embargo, para la interpretación objetiva del conjunto de estos hallazgos, debe 

considerarse que todas las enzimas responsables de la fase I del metabolismo de 

xenobióticos, entre las cuales las de la familia del citocromo P450 son las más 

abundantes, transforman sustancias pro-carcinógenas en carcinógenos con potencial 

capacidad de unirse al ADN. Tal unión podría dañar su estructura originando formas 

mutadas de genes normales, cuya función alterada (producción aumentada, disminuida, 

anormal o nula de las proteínas que codifican) estimularía la proliferación o invasión 

celular 83. De esta forma, no podemos descartar que otros mecanismos independientes 

del 20-HETE contribuyan al fenotipo maligno que se asocia a la expresión del CYP4F2. 

 

2.4.1. Efectos protumorigénicos del 20-HETE 

Existen evidencias que sostienen el impacto del 20-HETE en aspectos relevantes de la 

biología tumoral tanto in vitro como in vivo. Este eicosanoide puede originarse en las 

células tumorales o bien en las células endoteliales y/o del estroma, contribuyendo así 

a la formación del microambiente tumoral 84,85.  
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En una variedad de modelos tumorales se ha descripto la participación del 20-HETE en 

los procesos que determinan el desarrollo del tumor primario y de las metástasis que 

incluyen, entre otros, la proliferación celular 86,87,79, la inhibición de la apoptosis 79,88, la 

capacidad metastatizante 88, y la angiogénesis 89,90. Así por ejemplo, en modelos 

animales de gliosarcoma 91, cáncer de pulmón 92 y de mama 93 se demostró que la 

inhibición de la síntesis del 20-HETE redujo el crecimiento tumoral, mientras que la 

sobre expresión de la 20-hidroxilasa resultó en un fenotipo tumoral hiperproliferativo y 

más invasivo 36. En la Figura 7 se muestra el aporte del 20-HETE a la activación de 

diferentes cascadas de señalización que resultan en la progresión tumoral.  

 

 

 

Figura 7. Efectos protumorogénicos del 20-HETE. El ácido araquidónico libre puede ser 
metabolizado por diferentes caminos enzimáticos, pero las isoformas del citocromo 450 con 
acción 20-hidroxilasa (CYP4) transforman al ácido araquidónico a 20-HETE, el cual activa al 
HIF1- que desencadena la actividad de VEGF para interactuar con la vía de las MAPK y, 
además, activar PLA2. Por si solo, el 20-HETE es capaz de activar la cascada de señalización 
del MAPK-ERK y, a través de ROS, activa la vía PI3K/AKT, que conjuntamente promueven la 
progresión del tumor a través de la activación de diferentes mecanismos. En color rojo se 
presenta a N-hidroxi-N'-(4-n-butil-2-metilfenil) Formamidina (HET0016), un inhibidor de la 
síntesis de 20-HETE, que inhibe la actividad de CYP4. PLA2: Fosfolipasa A2, COX: 
Ciclooxigenasas, LOX: Lipoxigenasas, CYP2: Citocromo P450 subfamilia 2, ROS: Especies 
reactivas del oxígeno, HIF1-: Subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia, VEGF: Factor 
de crecimiento endotelial vascular, MAPK-ERK: Vía de las quinasas activadas por mitógenos, 
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PI3K/Atk: Vía de la quinasa activada por fosfatidilinositol 3. Adapatado de Cytochrome P450 ω-
Hydroxylases in Inflammation and Cancer. Doi: 10.1016/bs.apha.2015.05.002 

 

2.4.1.1. Impacto sobre la proliferación 

El 20-HETE ha sido implicado en la proliferación celular a través de la activación de 

factores de crecimiento como el VEGF, el factor de crecimiento epitelial (EGF), el factor 

de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF) 94. 

La primera asociación entre la biodisponibilidad de 20-HETE con el aumento en la 

proliferación en células cancerígenas se observó en la línea de gliosarcoma humano U-

251, en la cual se demostró que el HET0016, un inhibidor de la síntesis de 20-HETE, 

tuvo un efecto antiproliferativo. Más aun, la sobreexpresión de la enzima CYP4A1 

(variante de 20-hidroxilasa de rata) en las mismas células resultó en un fenotipo celular 

hiperproliferativo e invasivo 36.  

Asimismo, el HET0016 disminuyó la proliferación de la línea celular de glioma humano 

9L 86, de carcinoma renal de células claras 786-O y 769-P 79, y de cáncer de mama 

MDA-MB 231 93, tanto in vivo como in vitro.  

 

2.4.1.2. Impacto sobre la metástasis 

En los últimos años se ha demostrado que el 20-HETE promueve la capacidad invasiva, 

migratoria y metastásica en diferentes modelos celulares tanto in vivo como in vitro. Por 

ejemplo, en la línea celular de células pequeñas de cáncer de pulmón se observó que 

la sobreexpresión de CYP4A11 (mayor actividad sobre la síntesis de 20-HETE) 

promovió un fenotipo más agresivo a través del aumento de la expresión de VEGF y de 

metaloproteasa-9 (MMP-9), asociado a su vez a la vía PI3K/AKT y ERK 1/2 92. Además, 

como se ha mencionado en el punto anterior, la sobreexpresión de CYP4A1 en las 

células U-251 resultó en un fenotipo celular más invasivo 36. 
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2.4.1.3. Impacto sobre la angiogénesis  

El 20-HETE aumenta el potencial angiogénico en una variedad de tumores. Así, por 

ejemplo, en un modelo de cáncer pulmonar de células no pequeñas (CPCNP), la 

activación de la vía del 20-HETE aumentó la expresión de VEGF y MMP-9, mientras 

que el antagonista WIT002 o el inhibidor HET0016 redujeron su expresión en las 

muestras del tumor y disminuyeron la vascularización tumoral 92. Asimismo, en tumores 

generador por células de cáncer de mama, la sobreexpresión del CYP4Z1 correlacionó 

con el incremento de la expresión de VEGF y una mayor angiogénesis, mientras que la 

inhibición de la síntesis de 20-HETE redujo el tamaño y la angiogénesis tumoral 95. 

Además, nuestro grupo de investigación reportó recientemente que en un modelo 

tumoral murino de feocromocitoma, el tratamiento con 1-ABT (inhibidor de los CYPs que 

metabolizan el AA) disminuyó significativamente la actividad de las variantes 20-

hidroxilasas del CYP, lo que resultó en una menor vascularización tumoral 96.   

 

3. CÁNCER DE PRÓSTATA 

3.1. Función e histología de la próstata normal 
La próstata es un órgano fibromuscular y glandular en forma de nuez, que pertenece al 

aparato reproductor masculino y se encuentra ubicado en la base de la vejiga rodeando 

el tercio superior de la uretra. La secreción prostática forma parte del semen, juntamente 

con los fluidos provenientes de las glándulas seminales y el esperma de los testículos. 

Histológicamente, la próstata está constituida por unidades glandulares, cuyo epitelio 

secretor está conformado por células epiteliales secretoras y células basales. Las 

células secretoras se encuentran en mayor número y son sensibles a los andrógenos, 

son las encargadas de la producción de dos proteínas específicas: la fosfatasa ácida 

prostática y el antígeno prostático específico (PSA). Los niveles en suero de PSA son 

utilizados con fines diagnósticos de desórdenes prostáticos.  
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Dispersas en la glándula prostática se encuentran también células neuroendocrinas, 

que cumplen la función de señalización paracrina. La envoltura que recubre a la próstata 

se encuentra conformada por fibroblastos, fibras del músculo liso, vasos linfáticos y 

terminaciones nerviosas; la conformación de esta capa puede influenciar en el desarrollo 

del cáncer de próstata (CPa) 97. 

Anatómicamente, la próstata se puede dividir en cuatro regiones: la zona periférica, la 

central, de transición y el estroma fibromuscular anterior. Entre el 60 y el 75% de los 

carcinomas se inician en la zona periférica, mientras que la zona del estroma 

fibromuscular es el lugar donde normalmente se desarrollan las hiperplasias prostáticas 

benignas (HPB) 98.  

 

Figura 8. Anatomía prostática. Se presentan las zonas que conforman la próstata. A. Zona 
central. B. Zona fibromuscular. C. Zona de transición. D. Zona periférica. E. Región periuretral. 
F. Conductos eyaculatorios. Gráfico adaptado de Inflammation in prostate carcinogénesis Doi: 
10.1038/nrc2090 

 

Del total de casos de CPa, el 95% de los casos son adenocarcinomas que tienen como 

origen las células epiteliales secretoras. Otros tipos histológicos de carcinomas que se 

pueden desarrollar en la glándula prostática son: carcinomas de células pequeñas no 

diferenciadas, tumores neuroendócrinos, carcinomas mucinosos, carcinomas císticos y 

sarcomas.  
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La transformación maligna de la próstata se desarrolla en varias etapas, iniciando por la 

neoplasia prostática intraepitelial, seguido por el cáncer de próstata localizado y puede 

progresar al adenocarcinoma avanzado con invasión local y, en gran cantidad de casos, 

metástasis. La gradación de Gleason es la escala utilizada para clasificar la agresividad 

de los adenocarcinomas prostáticos según sus características histológicas 99.  

 

3.2. Datos epidemiológicos del Cáncer de Próstata 
El cáncer de próstata es el segundo carcinoma con mayor cantidad de casos a nivel 

mundial, con un aproximado de 1,2 millones de nuevos casos y 360.000 muertes para 

el año 2018 100, último dato disponible por la Organización Mundial de la Salud (WHO). 

Según datos del Nacional Cancer Institute de EEUU (NCI-NIH) el 99% de los casos son 

detectados en hombres mayores de 45 años, con una edad media de 66 años 101. 

Estudios epidemiológicos han establecido que los antecedentes familiares de cáncer de 

próstata aumentan significativamente el riesgo de desarrollo de este tipo de carcinoma, 

además de que se considera como factor de riesgo la ascendencia afroamericana, la 

menor frecuencia de eyaculación y la disposición genética al desarrollo de ciertos tipos 

de cáncer 99. Algunos estudios asocian la ingesta excesiva de grasas como un factor de 

riesgo para el desarrollo de la enfermedad y la obesidad como un catalizador para la 

agresividad de la misma 102. 

Según las últimas estadísticas publicadas por el Instituto Nacional del Cáncer (INC, 

correspondientes al año 2018), en nuestro país el cáncer de próstata es el carcinoma 

con mayor incidencia en la población masculina, con una ocurrencia de 11000 casos 

anuales 103
 , habiendo ocasionado 3771 muertes en el año 2017. Esta cifra lo posiciona 

como la tercera causa de muerte por cáncer a nivel nacional en hombres y la quinta 

causa en la población en general 104. En los últimos 10 años la mortalidad por esta 

enfermedad ha disminuido significativamente debido al desarrollo de mejores terapias y 
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a la detección temprana de las neoplasias, como consecuencia de la concientización de 

la población masculina y a la mejor interpretación de los niveles del PSA en sangre 105.  

El cáncer de próstata suele ser asintomático en sus estadíos tempranos, siendo los 

principales síntomas del desarrollo de esta enfermedad la dificultad para orinar, el 

aumento de la frecuencia de la micción y la nocturia. Estos síntomas son comunes con 

la hiperplasia benigna. En estadíos avanzados suele presentarse retención urinaria y 

dolor lumbar 105. 

 

3.3. Receptor de Andrógenos (RA) 
Los andrógenos median el crecimiento y funcionamiento de la próstata normal a través 

de la interacción con el receptor de andrógenos (RA), responsable de mediar los efectos 

del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal en este órgano 97. El RA es una proteína de 919 

aminoácidos con una masa de 110 kDa, que forma parte de la familia de los receptores 

nucleares de hormonas, como el receptor de estrógenos, el de progesterona y los 

glucocorticoides. El gen que codifica al RA se encuentra en el cromosoma X (q11-12) y 

está conformado por 8 exones. Estructural y funcionalmente, el RA se encuentra 

formado por cuatro dominios distintos: un N-terminal (NTD) pobremente conservado, el 

de unión al ácido desoxiribonucleico (ADN) (DBD) altamente conservado, y uno de unión 

al ligando (LBD), moderadamente conservado. Además, presenta una pequeña 

secuencia de aminoácidos llamada región puente que se separa las regiones LBD y 

DBD, y que contiene la secuencia de señal de localización nuclear dependiente de 

ligando bipartito (NLS por sus siglas en inglés) para el transporte del RA al núcleo 106.      
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Figura 9. Receptor de andrógenos (RA), activación y dominios. A. Activación del RA en 
células de próstata. La testosterona ingresa a la célula y es transformada en DHT por acción de 
la 5- reductasa. La DHT se une al RA y promueve la disociación de las chaperonas, la 
dimerización del RA y la translocación al núcleo, donde se une a los sitios ARE en el promotor 
de los genes diana del RA como el PSA. En el promotor, el RA es capaz de reclutar miembros 
de la maquinaria de transcripción basal como TBP y TFIIF, además de otros coactivadores como 
las proteínas que forman parte de la familia de p160. B. Proteína representativa del RA. Se 
presentan cada uno de los dominios que conforman al receptor: en color celeste el dominio NTD, 
en violeta el dominio DBD y en verde a LBD. SHBG: Globulina sérica de unión a hormonas 
sexuales, DHT: Dihidrotestosterona, RA: Receptor de andrógenos, HSP: Chaperona, CBP: 
Proteína de unión a CREB (proteína de unión al elemento de respuesta de AMP cíclico), TBP: 
Proteína de unión a la caja TATA, TFIIF: Factor de transcripción IIF, ARE: Elemento de respuesta 
a andrógenos, PSA: Antígeno prostático específico,  TMPRSS2: Proteasa de transmembrana, 
serina 2, NTD: Dominio N-terminal, DBD: Dominio de unión al ADN, LBD: Dominio de unión al 
ligando. Adaptado de Androgen receptor: Structure, role in prostate cancer and drug discovery. 
Doi: 10.1038/aps.2014.18.   

 

Normalmente el RA se encuentra en el citoplasma unido a proteínas chaperonas como 

las Hsp 90, -70, -56, y en presencia de su ligando nativo la 5-dihidrotestosterona (DHT) 

o la testosterona, cambia su conformación estructural, se libera de las chaperonas y el 

complejo RA-ligando se homodimeriza y transloca al núcleo. Una vez en el núcleo, 

interactúa con una región del ADN específica conocida como elemento de respuesta a 
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andrógenos (AREs, por sus siglas en inglés), recluta corepresores o coactivadores y 

promueve la transcripción de proteínas dependientes de andrógenos. Esta secuencia 

de pasos se conoce como la vía genómica clásica del RA o “canónica”, la respuesta 

puede tardar horas y puede prolongarse en el tiempo.  

Existe evidencia de un mecanismo alternativo en la señalización por el RA, que puede 

llevar solo minutos. Esta segunda vía se conoce como “no canónica” o “no genómica” y 

es independiente de las acciones del RA sobre el ADN. En la vía no canónica la 

señalización del RA se limita al citoplasma e involucra la activación de la vía de MAPK, 

con o sin activación de la vía de ERK, y puede incluir a otras vías como la de PI3K/Akt 

y mTOR 107. 

  

3.3.1. Función del RA en el Cáncer de Próstata 

La actividad del RA se encuentra íntimamente ligada al CPa. De las 1029 mutaciones 

encontradas en el gen que codifica al RA, 129, en especial aquellas que alteran la región 

NTD, predisponen al desarrollo de CPa 99.  

Por otro lado, se ha reportado que el inicio de esta enfermedad puede ser 

desencadenado por la activación aberrante de distintas cascadas de señalización, que 

se relacionan con el RA y promueven la proliferación, llevando a un desbalance en la 

relación entre muerte celular y proliferación, que controla la renovación del órgano 

normal. Una alteración muy frecuente, encontrada en más del 50% de los casos de CPa 

es el reordenamiento cromosómico que origina el gen de fusión TMPRSS2-ETS. En 

estos casos, el estímulo androgénico resulta en el aumento de los factores de 

transcripción miembros de la familia de E-veintiseis (ETS, por sus siglas en inglés) que 

conduce a la desregulación del ciclo celular. Otras de las vías normalmente 

desreguladas en estadíos tempranos y tardíos de la enfermedad son PI3K/ATK y 

RAS/RAF que se encuentran implicadas en la proliferación y supervivencia celular 106.  
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Así, las células de CPa, al igual que las de la próstata normal, dependen de los 

andrógenos para su supervivencia y proliferación. Hace más de 70 años se demostró 

que la terapia de deprivación de andrógenos (TDA) produce una regresión significativa 

de los tumores prostáticos 108, pero estos tratamientos generalmente derivan en tumores 

formados por células independientes del RA, y es en este momento que las vías 

anteriormente mencionadas toman mayor importancia, debido a que posiblemente 

serán éstas las utilizadas para mantener la viabilidad y supervivencia celular. 

 

3.3.2. Cáncer de Próstata resistente a la castración (CRPC) 

Si bien después de la TDA se observa una remisión de los tumores prostáticos, en 

algunos casos total, y una disminución en los niveles de PSA, pasados entre 3 a 5 años 

la mayoría de pacientes progresa a un cáncer de próstata resistente a la castración 

(CRCP, por sus siglas en inglés), etapa avanzada de la enfermedad que hasta el 

momento no tiene tratamiento efectivo y presenta una tasa de mortalidad elevada. Es 

interesante recalcar que en varios paciente con CRCP se observó una elevada 

concentración de PSA circulante, lo que permite concluir que, si bien las células son 

resistentes a la deprivación de andrógenos, el RA mantiene una actividad aberrante que 

les permite sobrevivir y seguir proliferando descontroladamente109. 

Esta actividad del RA puede ser explicada por los siguientes mecanismos (Figura 10): 

- Amplificación del RA: la sobreexpresión del gen del RA está presente en el 80% 

de los CRPCs, con un aumento tanto en mRNA como en la proteína,  pero no se 

observó en pacientes sin TDA 110. 

- Promiscuidad del RA: existen mutaciones en el RA en aproximadamente el 20% 

de los CRPCs, la mayoría de las cuales se encuentran en el LBD, permitiendo 

así la unión de otras hormonas esteroideas e incluso de precursores de las 

mismas 107.  
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- Variantes de splicing del RA: carecen del dominio de unión al ligando y son, por 

lo tanto, constitutivamente activas al mantener intactos los dominios críticos para 

la transcripción. Muchas de estas variantes no son detectables por 

modificaciones en la región LBD; además pacientes con una variante de RA 

llamada AR-V7 presentan bajos niveles de PSA circulante, aun así la progresión 

de la enfermedad es acelerada y altamente metastásica 111. 

- Fosforilación del RA: la fosforilación en el residuo Serina-81 por la CDK-1 

sensibiliza la respuesta del RA a bajas concentraciones de andrógenos, 

permitiendo así su unión al ADN, o presenta constitutivamente fosforiladas 

regiones que le permiten interactuar con señales que promueven la 

supervivencia celular a través de la vía no canónica 112.  

 

Figura 10. Actividad aberrante del RA en el CRPC. 1. La grasa o la glándula adrenal pueden 
ser una fuente alternativa de testosterona. 2. Una amplificación aberrante del RA permite que las 
células sean hipersensibles a bajas concentración de testosterona. 3.  La promiscuidad del RA 
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puede estar ligada a mutaciones en el dominio LBD que le permite unirse a diferentes esteroides. 
4. Se generan variantes de splicing del RA que le permiten unirse al ADN en ausencia de ligando. 
5.  Vías que excluyen al RA y usan otros receptores como el de estrógenos. 6. Surgimiento de 
células madre tumorales (CSCs) resistentes a los andrógenos que surgen de mutaciones 
ocurridas debido a la presión de la TDA. RA: Receptor de andrógenos. T: Testosterona. ER: 
Receptor de estrógenos. E: Estrógenos. P: Progestágenos. G: Glucocorticoides. Gráfico 
adapatado de The transcriptional programme of the androgen receptor (AR) in prostate cancer 
Doi: 10.1111/bju.12415 

 

Así, aunque el tumor sea resistente a la castración, se recalca que el RA sigue teniendo 

un rol primordial en el avance de la enfermedad y que las vías torrente abajo del RA son 

indispensables para la caracterización molecular de esta patología. El conocimiento 

exhaustivo de estas vías abrirá la posibilidad del desarrollo de nuevas terapias 

potencialmente efectivas. 

 

3.4. 20-HETE y Cáncer de Próstata  
 La primera asociación entre el 20-HETE y el cáncer de próstata se estableció en el año 

2006 en un estudio en el cual se observó una elevada excreción de 20-HETE en orina 

en pacientes con cáncer de próstata, que volvía a niveles normales una vez removido 

el tumor 113, sin ninguna otra evidencia que asociara a este eicosanoide con la patología. 

En el año 2017, resultados de nuestro laboratorio demostraron que el 20-HETE media 

la viabilidad de células de cáncer de próstata dependientes de andrógenos (LNCaP). La 

inhibición de la síntesis de 20-HETE disminuye la viabilidad y la proliferación celular 

espontánea o inducida por DHT, y aumenta la apoptosis celular 24. Estos resultados 

constituyeron un importante estímulo para profundizar el estudio del papel de este 

eicosanoide en la biología de células de cáncer de próstata, tema que desarrollaremos 

en el presente trabajo de tesis. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

1.1. Hipótesis 

Tomando como base los resultados previos de nuestro laboratorio que demuestran el 

papel del 20-HETE en el sostenimiento de la viabilidad de las células LNCaP inducida 

por andrógenos, planteamos la hipótesis de que el 20-HETE participa en la señalización 

intracelular del receptor de andrógenos, que promueve la supervivencia de células 

LNCaP. Por otra parte, en base a la evidencia de que el 20-HETE aumenta la viabilidad 

de las células LNCaP en cultivo, también en medio deprivado de esteroides 24, surge la 

hipótesis de que el 20-HETE podría activar asimismo vías intracelulares de forma 

independiente del RA, tal como ha sido sugerido en otros modelos tumorales 79,93. 

 

1.2. Objetivo general 
 

El objetivo del presente trabajo es indagar sobre los mecanismos intracelulares 

comprometidos en las acciones protumorigénicas del 20-HETE en células de cáncer de 

próstata de origen humano.  

 

1.3. Objetivos específicos 
 

- Determinar si el 20-HETE modifica la actividad transcripcional del receptor de 

andrógenos en células de cáncer de próstata sensibles a los andrógenos (células 

LNCaP). 

-  Identificar posibles vías intracelulares activadas por el 20-HETE en células de 

cáncer de próstata no sensibles a los andrógenos (células PC-3).  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

1. MATERIALES 

1.1. Drogas y Reactivos 
El ácido 20-hidroxieicosatetranoico (20-HETE) y la N-hidroxi-N'-(4-n-butil-2-metilfenil) 

Formamidina (HET0016), un inhibidor selectivo de la síntesis de 20-HETE (ambos de 

Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI; EEUU), fueron disueltos en etanol absoluto 

bajo atmósfera de nitrógeno y guardados a -70ºC como soluciones stock (100 M y 10 

mM respectivamente) para la preparación de soluciones madre (concentraciones para 

20-HETE 20 M y para HET0016 10 M), que fueron mantenidas a -70ºC hasta la 

preparación extemporánea de la solución de droga en medio de cultivo.  

Ambos, el aspartato de sodio ((6Z, 15Z)-20-hidroxieicosa-6,15-dienol)(AAA), y el 

aspartato de sodio 19(R)-hidroxieicosa-5(Z), 14 (Z)-L-dienol (19-HEDE), antagonistas 

del receptor GPR75, fueron sintetizados en el laboratorio del Dr. John Falk (UT 

Southwestern Medical Center, Dallas, TX, EEUU), quien los cedió generosamente. Se 

disolvieron en etanol absoluto en atmósfera normal a una concentración de 10 mM para 

ambos casos y se almacenaron a -70ºC hasta el momento de uso.  

Salvo que se indique lo contrario, todos los reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich 

(Saint Louis, MO; EEUU). La 5α-dihidrotestosterona (DHT, agonista del receptor de 

andrógenos) se disolvió en etanol absoluto a una concentración de 3,44 mM y se 

almacenó a -20ºC hasta su uso. 

Respecto de los inhibidores LY294002 (PI3K), sulfasalazina (NF-B) y RO318220 

(PKC), tanto el LY294002 como la sulfasalazina se disolvieron en dimetilsulfóxido 

(DMSO) en una concentración de 10 mM y 500 mM respectivamente. Las soluciones de 

RO318220 se prepararon en H2O tipo I con una concentración de 4.15 mM. Todas las 

soluciones se almacenaron a -20ºC hasta el momento del uso.   
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Para todos los experimentos se utilizó como control el vehículo de dilución de las drogas 

(etanol absoluto o DMSO) en la dilución correspondiente a la mayor concentración de 

droga a las que fueron expuestas las células en cada experimento, que en ningún caso 

superó el 0.1% del vehículo en concentración final. 

 

1.2. Composición de los Buffers utilizados 
PBS: Cloruro de sodio (NaCl) 137 mM; cloruro de potasio (KCl) 2,7 mM; fosfato 

monoácido de sodio (Na2HPO4) 10 mM y fosfato di ácido de potasio (KH2PO4) 1,8 mM, 

disuelto en agua Tipo I y llevado a pH 7.40. Para el uso de PBS en cultivo celular, el 

buffer preparado y aforado fue esterilizado por autoclave a 120ºC.  

Buffer de lisis: Tris base 10 mM, NaCl 150 mM, Tritón X-100® 1%, ácido 

etilendiaminotetracetico (EDTA) 1 mM, ácido etilenglicoltetracético (EGTA) 1 mM, 

pirofosfato de sodio (Na4P2O7·10(H2O)) 10 mM, ortovanadato de sodio (Na3VO4) 10 mM, 

y fluoruro de sodio (NaF) 100 mM, enriquecido con un cóctel comercial de inhibidores 

de proteasas (cOmplete™, Mini, EDTA-free, Roche Diagnostics, Mannheim; Alemania), 

disuelto en agua Tipo I. El buffer de lisis fue almacenado a -20ºC sin el coctel de inhibidor 

de proteasas, el cual fue adicionado al buffer en el momento de uso. 

Fraccionamiento celular 

Buffer de lisis y de lavado de fraccionamiento: EDTA 5 mM, Ditiotreitol (DTT) 1 mM, 

enriquecido con coctel de inhibidor de proteasas, disuelto en PBS. El buffer fue 

preparado de forma extemporánea. Para el caso del buffer de lisis se adiciona Igepal®, 

concentración final 1%.  

Buffer nuclear: Tris base 20 mM (pH 7,4); dodecilsulfato de sodio (SDS) 1%; EGTA 5 

mM; Triton X-100 ® 0,5%, NaCl 150 mM, con coctel de inhibidor de proteasas y disuelto 

en agua Tipo I.    
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Buffer de homogenización: Tris base 20 mM (pH 7.4); EDTA 4 mM; -mercaptoetanol 

10 mM; con coctel de proteasas, disuelto en agua Tipo II. Buffer preparado de forma 

extemporánea. Para la separación entre fracción microsomal y de membrana se 

adicionó al buffer Triton X-100 ®, concentración final1%.  

Western Blotting 

Buffer de siembra: Tris base 250 mM; SDS 8%; Glicerol 40%; -mercaptoetanol 10% 

con 10 uL de azul de bromofenol 0,001%. La composición de la alícuota de siembra fue: 

muestra 75% y buffer de siembra 25%. Así preparadas, las muestras se almacenaron a 

-20ºC. 

Buffer de corrida: Tris base 25 mM; glicina 190 mM; SDS 0.1%. Se ajusta a pH 8.3 y se 

almacena a 4ºC. 

Buffer de transferencia: Tris base 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20%. Se almacena 

a 4ºC.  

TBS-T: Tris base 20 mM; NaCl 150 mM; Tween-20 ® 0.1%. Se lleva a pH 7.6 y se 

almacena a 4ºC.   

Buffer de stripping: Glicina 19,8 mM; SDS 0.1 %; Tween -20 ® 1%. Se ajusta a pH 2.2 y 

se almacena a temperatura ambiente.  

Zimografía 
Buffer de incubación: Tris base 250 mM; NaCl 1.0 M; CaCl2 25 mM. Se ajusta a pH 8,0 

y se almacena a 4ºC. 

Buffer de lavado: Triton x-100 ® 2% en H2O tipo II. Se prepara de forma extemporánea. 

Solución de Azul de Coomasi: Azul de Coomasi (BioRad Laboratories, Hercules, CA; 

EEUU) 0.2% en solución de desteñido. 

Solución de desteñido: Ácido acético 10%; metanol 20%; disuelto en H2O tipo II. Se 

almacena a 4ºC. 
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Inmunofluorescencia Indirecta  

Medio de montaje Mowiol: Tris-HCl (pH8.5) 0.1 M; Mowiol 4-88 (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, MO; EEUU) 9.6%, Glicerol 24%, disuelto en H2O tipo II y almacenado a -20ºC.   

 

1.3. Medios utilizados en cultivo celular 
Para ambas líneas celulares utilizadas: 

Medio Completo (MC): RPMI 1640 (Gibco- Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA; 

EEUU) suplementado con penicilina (100UI/mL), estreptomicina (100 g/mL) y 

anfotericina B (2,5 g/mL) (Life Technologies, Carlsbad, CA; EEUU) y suero fetal bovino 

(SFB) (10%) (Natocor, Córdoba; Argentina). 

Medio Deprivado de Suero (MD): Se preparó de la misma manera sin el agregado de 

SFB.  

Azul de tripán: Solución de azul de tripán 0.4% en PBS utilizada para el conteo de células 

viables.  

Para la línea celular LNCaP: 

Medio deprivado de esteroides (MDE): medio preparado con RPMI 1640 sin rojo fenol 

(dado que este indicador de pH actúa como un agonista parcial del receptor de 

estrógenos)114; con SFB charcolizado (CH-SFB) (10%), suplementado con penicilina 

(100UI/mL), estreptomicina (100 g/mL) y anfotericina B (2,5 g/mL). 

El CH-SFB es SFB tratado con carbón activado (2,5%) y dextrán (0,25%) por 1h a 45°C, 

a efectos de adsorber los esteroides y sus precursores presentes en el mismo115.  

 

1.4. Reactivos para cultivo de bacterias 
Medio LB (Luria-Bertani): Extracto de levadura 0.5%; Peptona de caseina 1%; NaCl 

0.5%. Se ajusta el pH a 7 y se autoclava. Se almacena a 4ºC. 
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Medio LB-Agar: Agar-agar 1.5% en medio LB preparado fresco. Se autoclava y se utiliza 

en el momento. 

Solución TSS: Medio LB 85%; DMSO 5%, MgCl2 50 mM, PEG 6000 7.5%. Se ajusta el 

pH a 6.5, se autoclava y se almacena a 4ºC. 

Solución SOC: Se prepara solución SOB+MgCl2 (Extracto de levadura 0.5%, peptona 

de caseina 2%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 10 mM) y se adiciona glucosa 20 mM. 

Una vez filtrada a través de un papel con poro de 0.2 M, se conserva en la heladera. 

Ampicilina: Se prepara una solución madre de ampicilina 100 mg/mL en agua tipo I. Para 

el uso tanto en placas Petri de cultivo, como en medio LB liquido se usa una 

concentración final de 100 g/mL. 

 

1.5. Anticuerpos 
Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti Receptor de Andrógenos (RA) 

(ID#sc7305, 1/750), Vimentina (ID#sc32322, 1/200), EGFR (ID#sc373746, 1/100; p-

EGFR (Tyr 1092) ID#sc377547, 1/100), NF-B (ID#sc8008, 1/5000; p-NF-B(Ser 536) 

ID#sc136548, 1/200), AKT (ID#sc8312, 1/200; p-AKT(Ser 473) ID#sc7985, 1/100), p38 

(ID#sc7972, 1/100; p-p38(Try182) ID#sc-166182, 1/100), FAK (ID#sc271126, 1/200) 

and PKCα (ID#sc208, 1/500). Todos ellos fueron adquiridos en Santa Cruz 

Biotechnology (Dallas, TX, USA). Los anticuerpos: E-cadherina (ID#3195, 1/1000) y β-

actina (ID#4970, 1/1000) fueron adquiridos en Cell Signaling Technology (Danvers, MA, 

USA). Los anticuerpos anti HIC-5 (ID#PA5-28839, 1/3000) y anti p-FAK (Tyr397) 

(ID#44625G, 1/1000) fueron de Thermo Scientific (Rockford, IL; EEUU). El anti GPR75 

(ID#ab75581, 1/750) fue adquirido en Abcam (Cambridge; UK), y el anticuerpo anti 

GAPDH (ID#MAB374, 1/1000) en Merck (Millipore, Darmstadt, Germany). Los 

anticuerpos policlonales anti-conejo (ID#7074S, 1/5000, Cell Signaling Technology) o 

anti-ratón (ID#NA931VS, 1/10,000, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK; o 
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ID#sc516102, 1/6500, Santa Cruz Biotechnology) se encuentran conjugados a la 

peroxidasa de rábano picante (HPR, por sus siglas en inglés) y fueron utilizados como 

segundos anticuerpos.  

Para los ensayos de inmunofluorescencia, se utilizó faloidina conjugada a rodamina 

(#P1951, 1/200, Sigma-Aldrich) y anti α-tubulina (ID#sc58666, 1/200, Santa Cruz 

Biotechnology). El 4′,6′-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1/750) fue obtenido de Thermo 

Fisher Scientific. Todos los primeros anticuerpos fueron mencionados anteriormente. El 

anticuerpo anti-ratón acoplado a rodamina (ID# 115-025-072, 1/500) y el anticuerpo 

secundario anti-conejo (ID#711-165-152, 1/800) de Jackson (Immunoresearch, West 

Grove, PA, USA) fueron utilizados para estos ensayos. 

 

1.6. Plásmidos 
Se utilizó el plásmido reportero PSA-Luc, el cual tiene como base el vector pGL3-Basic 

de Promega (Madison, WI, USA) con la secuencia de PSA con una región-E4 TATA en 

el sitio Sacl/Xhol del vector 116. El plásmido fue amablemente cedido por la Dra. Elba 

Vazquez del Laboratorio de Inflamación y Cáncer del Departamento de Química 

Biológica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos 

Aires (IQUIBICEN)-CONICET.  

 

1.7. Líneas celulares  
Se utilizaron 2 líneas celulares de cáncer de próstata humana: 

- LNCaP: línea celular de un adenocarcinoma humano, derivada de una metástasis en 

un nódulo linfático supraclavicular. Su principal característica es su sensibilidad a los 

andrógenos, y en respuesta a estas hormonas las células expresan y secretan al 

medio de cultivo el antígeno prostático específico (del inglés, PSA) 117. 
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- PC-3: línea celular de un adenocarcinoma grado IV humano, derivada de una 

metástasis en hueso. Su principal característica es su insensibilidad a los 

andrógenos, glucocorticoides y factores de crecimiento epidérmicos o 

fibroblásticos118. 

Las células LNCaP fueron un obsequio de la Dra. Paula Sacca del Instituto de Biología 

y Medicina Experimental (IBYME)-CONICET, Buenos Aires, mientras que las células 

PC-3 fueron gentilmente cedidas por la Dra. Elba Vázquez.  

 

2. MÉTODOS 

2.1. Mantenimiento de las células en cultivo 
Las células de ambas líneas fueron mantenidas a 37ºC en una estufa gaseada con 5 % 

de CO2 por hasta 8 semanas, y no más de 30 pasajes para LNCaP y 50 pasajes para 

las células PC-3. El cultivo se realizó en medio completo en botellas plásticas de 75cm2 

hasta que se formara una monocapa celular.  

Para repicar las células, se lavó una vez con PBS estéril para remover los restos de 

suero que contienen inhibidores de tripsina, se agregó una solución de tripsina 0,02 mM 

y EDTA 0,48 mM y se incubó a 37ºC hasta que, al observar al microscopio, las células 

se hubiesen desprendido del sustrato. La tripsina fue rápidamente inactivada en medio 

completo fresco.  

Para la conservación de las líneas celulares, las células que hubieran alcanzado el 80 

% de confluencia fueron tripsinizadas y centrifugadas a 2900 xg por 7 minutos. Se 

descartó el sobrenadante y el pellet de células fue resuspendido en SFB 20 % con 

DMSO 5 %, usando como diluyente RPMI 1640. Se fraccionó en alícuotas de 1 mL (que 

contuvieran 2-2.5x106 células) en criotubos y se colocaron en el dispositivo para 

congelación controlada Mr. Frosty (ThermoScientific, Rockford, IL; EEUU) a -80ºC. 

Luego de 24 h los criotubos se transfirieron a nitrógeno líquido. 
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En los experimentos que requirieron la sincronización de las células, el medio completo 

se reemplazó por medio deprivado de suero por 24 h.  

Cuando el cultivo de células LNCaP requirió minimizar el estímulo producido por los 

esteroides o sus precursores, se utilizó medio deprivado de esteroides. Esta 

estrategia ha sido previamente usada por otros autores y en nuestro laboratorio debido 

a que los esteroides, naturalmente presentes en el suero, pueden actuar como 

precursores de la DHT o agonistas del RA, resultando en un estímulo basal constante 

y/o interactuando con los agonistas agregados al medio. Esto dificultaría el 

establecimiento de una relación cuantitativa entre el efecto observado y la concentración 

del agonista agregado al medio de cultivo 24.  

 

2.2. Caracterización del Receptor GPR75 

2.2.1. Inmunodetección por Western Blot  
Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 6 pocillos, en una densidad de 5 

x 105 células para LNCaP y 2,5x 105 de células para PC-3. Al llegar a una confluencia 

del 70 – 80 %, se realizó un lavado con PBS y se cambió el medio por medio completo 

fresco o medio deprivado de suero por 24 h según las características del experimento. 

Se realizaron los estímulos correspondientes durante los tiempos indicados, luego de 

los cuales las células se colectaron por tripsinización.  

Para todos los experimentos, el método de extracción de proteínas se describe en el 

punto 2.6.2, y la determinación de la concentración proteica en el punto 2.6.3.1. La 

expresión del receptor GPR75 se analizó por Western Blot según se describe en el punto 

2.6.3.2. La especificación de los anticuerpos utilizados se encuentra en el punto 1.3. 
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2.3. Interacción entre el RA y el eje 20-HETE-GPR75 

2.3.1. Expresión del RA  
Se sembraron células LNCaP en placas de 6 pocillos (4 x 105 por pocillo) en medio 

completo hasta obtener una confluencia del 70 – 80 %. Se cambió a medio deprivado 

de esteroides 24 h antes de los estímulos, que se mantuvieron durante 36 h. Se 

almacenó el medio condicionado (SN) para la medición de PSA, mientras que la 

monocapa celular fue colectada y se extrajo las proteínas para la determinación de RA 

y GPR75 por Western Blot (detallado en el punto 2.6.3.2). Los estímulos con 20-HETE 

y 19-HEDE se renovaron cada 24 h.  

 

2.3.2. Translocación del RA 
Fundamento: La respuesta del RA al estímulo con DHT, por la vía genómica, se inicia 

con la dimerización del receptor y su translocación al núcleo, donde desencadena la 

transcripción de diferentes proteínas que promueven la supervivencia y proliferación 

celular. Así, la translocación al núcleo es reflejo de la activación del RA. 

Metodología: Se utilizaron células LNCaP (1x105) sembradas sobre cubreobjetos 

redondos de 12 mm ubicados en placas de cultivo de 24 pocillos. Al llegar a una 

confluencia del 70 % se cambió el medio a medio deprivado de esteroides (24 h) y se 

realizaron los estímulos correspondientes. Los vidrios fueron preparados como se indica 

en el punto 2.6.3.2. Para las tinciones se incubó (1 h, TA o 16 h a 4ºC) con anticuerpo 

anti RA (1/50), DAPI (1/750, marcación nuclear) y faloidina (1/400, marcación de actina 

para delimitar el citoplasma celular).  Se realizó la observación utilizando el microscopio 

de epifluorescencia Olympus BX51 (Olympus Corporation, Tokyo, Japón). El análisis 

cuantitativo de la distribución del RA se realizó utilizando el programa FIJI-Image J 

1.51j8. Los resultados se presentan como la relación de la intensidad media de la señal 

del RA entre el núcleo y el citoplasma.     
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2.3.3. Cuantificación de antígeno prostático específico (PSA) 

Fundamento: El PSA es una glicoproteína de 34kDa producida casi exclusivamente por 

las células de la glándula prostática. El promotor del gen que codifica para el PSA posee 

sitios AREs a los que se une el RA. Así, la medida del PSA refleja la activación del RA. 

Metodología: La cuantificación de PSA en los medios condicionados obtenidos en el 

punto 2.3.1 se realizó mediante quimioluminiscencia utilizando el equipo comercial 

ARCHITECT Free PSA® en el autoanalizador Architect SR2000 (Abbott Ireland, 

Diagnostics Division, Sligo; Irlanda). Los resultados se refirieron al contenido de 

proteínas de la monocapa celular y se expresaron como ng de PSA/mg de proteína. 

 

2.3.4. Ensayo del gen reportero para expresión de PSA 

Fundamento: La transfección de las células con un vector que incluye una parte de la 

secuencia del promotor de PSA unido a la secuencia de la luciferasa, permite que la 

activación de la transcripción de PSA por estímulo del RA ocurra conjuntamente a la 

transcripción de luciferasa, permitiendo la medida indirecta de la actividad 

transcripcional del RA a través de la medición de la luciferasa producida.  

Metodología: Se detalla a continuación cada paso seguido para este ensayo: 

2.3.4.1. Amplificación de los vectores de expresión 

2.3.4.1.1. Preparación de bacterias competentes 

Las bacterias competentes se prepararon partiendo de una cepa de Escherichia coli XL-

Gold, la cual fue plaqueada en medio completo de Luria-Bertani (LB) agar sin 

antibióticos durante toda la noche a 37ºC. Se eligió una de las colonias formadas y se 

la pasó a 10 mL de medio LB en un tubo bacteriológico. Se incubó toda la noche en la 

estufa con agitación a 37ºC, después de lo cual se pasó el contenido a 100 mL de LB y 

se incubó a 37ºC hasta obtener una densidad óptica de 0,5 a 600 nm. Las bacterias 

obtenidas fueron fraccionadas en tubos Falcon de 50 mL y mantenidas en cama de hielo 
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(20 min), después de lo cual se centrifugó (2900 xg, 5 min, 4ºC) hasta obtener un pellet 

que fue resuspendido en 5 mL de TSS frio (composición en el punto 1.2). Se incubó 

durante 1 h en hielo con agitación suave y se resuspendió el pellet en medio LB para 

fraccionar en tubos eppendorf de 1.5 mL y almacenar a -70ºC. 

 

2.3.4.1.2. Transfección de bacterias competentes 

En un tubo con 200 L de bacterias competentes, se transfirió 3 L del plásmido PSA-

Luc o del plásmido EMPTY y se incubó en hielo (30 min), seguido de un baño de calor 

a 42ºC (45 s) y un choque térmico de 5 min en hielo. Se adicionó al tubo 150 L de SOC 

(detallado en 1.4) y se incubó en la estufa con agitación (1 h, 37ºC). La mezcla obtenida 

se transfirió a una placa de LB-agar con ampicilina (100 g/mL) y se dejó incubando 

durante toda la noche a 37ºC.  

Se eligió una de las colonias formadas, se sembró en 2 mL de LB con ampicilina (100 

g/mL) y se incubó a 37ºC durante toda la noche. 

 

2.3.4.1.3. Aislamiento del ADN plasmídico   

Para el aislamiento del ADN plasmídico se utilizaron las columnas EconoSpin ™ sw 

(Epoch Life Science, Ciudad de Misuri, TX, EEUU) siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. 

 

2.3.4.2. Ensayo de gen reportero 

2.3.4.2.1. Transfección de células con el gen reportero  

Se sembraron células LNCaP en placas de 24 pocillos (1 x 105 células por pocillo) y se 

mantuvieron en medio completo hasta llegar a una confluencia entre 70 – 80 %. Para la 

transfección de los plásmidos PSA-Luc, o el plásmido control (EMPTY), se usó 
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Lipofectamina™ 3000 Reagent (Thermo Scientific, Rockford, IL; EEUU) siguiendo el 

protocolo recomendado por el fabricante. En ensayos preliminares se estableció 1 L 

por pocillo como cantidad óptima de lipofectamina por cada 0.5 g de plásmido. 

Después de 6 h de realizada la transfección, se cambió el medio de las células por medio 

completo. Pasadas las 24 h, se cambió a MDE y se iniciaron los estímulos 

correspondientes (36 h). Los estímulos con 20-HETE y 19-HEDE se renovaron cada 24 

h. 

 

2.3.4.2.2. Ensayo de actividad de luciferasa 

La actividad de luciferasa en las células transfectadas se cuantificó utilizando el equipo 

comercial Luciferase Assay System (Promega, Madison, Wc, USA), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Para la medición se utilizó un lector multimodo de 

multiplaca modelo Synergy HTX (Biotek, Winooski, Vt, USA) a una longitud de onda 510 

nm, propia para la luciferasa. La homologación de los resultados se realizó en función 

del contenido de proteínas de cada pocillo. 

 

2.4. Ensayos in-vitro para evaluar la capacidad metastásica  

2.4.1. Transición Epitelio-Mesenquimal (TEM) – Inmunodetección de e-

caderina y vimentina 
Fundamento: La TEM es el proceso a través del cual las células de estirpe epitelial 

pierden sus características (proteínas de unión célula-células, polimerización específica 

del citoesqueleto, entre otras) y adquieren características mesenquimales. Durante este 

proceso, las células epiteliales pierden la expresión de e-cadherina y adquieren la 

expresión de vimentina, propia del fenotipo mesenquimal.  

Metodología: El cultivo de células PC-3 se realizó en placa de 6 pocillos según se indica 

en el punto 2.2.1. Una vez finalizada la incubación con las drogas en estudio, las células 
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fueron procesadas para la determinación de la expresión de e-cadherina o vimentina 

por Western Blot de acuerdo a lo descrito en el punto 2.6.3.2. 

 

2.4.2. Actividad de Metaloproteasas de Matriz – Zimografía 

Fundamento: Las metaloproteasas de matriz (MMPs) son enzimas proteolíticas que 

degradan varios componentes de la matriz extracelular. En el cáncer, estas proteínas 

se encuentran desreguladas y su actividad aumenta conforme a la capacidad invasiva 

de las células neoplásicas. La zimografía es una técnica que permite la separación 

electroforética las MMPs con actividad gelatinasa (MMP-9, -2), que degradan la gelatina 

embebida en un gel de poliacrilamida. El revelado de la zimografía se realiza a través 

de la inmersión del gel en azul de coomasie (detallado en el punto 1.2) que permite la 

observación de las bandas.  

 Metodología: Las células PC-3 se sembraron como se especifica en el punto 2.2.1, 

hasta confluencia del 80 – 90 %. Se deprivaron de suero y se realizaron los estímulos 

correspondientes (24 h). Se recolectó el medio condicionado para zimografía y la 

monocapa celular para la extracción y determinación de proteínas (puntos 2.6.1, 2.6.3.1 

respectivamente).  

Se prepararon geles de poliacrilamida al 9 % con agregado de gelatina 1 % y se sembró 

el volumen de medio condicionado que correspondía a igual cantidad de proteínas 

extraídas de la monocapa celular y se realizó la corrida electroforética como se 

especifica en el punto 2.6.3.2. El gel fue lavado con una solución de Triton-X100 ® 2 % 

(3 x 15 min), seguido de lavados con agua destilada (3 x 5 min), y posteriormente 

incubado en buffer de incubación (24 h a 37ºC). Finalmente, se tiñó en la solución de 

Azul de Coomasie (20 min), seguido de la decoloración con solución de desteñido hasta 

transparencia. Los geles fueron escaneados y se realizó la cuantificación densitométrica 

de las bandas utilizando el software ImageJ 1.51j8 119. La composición de las soluciones 

utilizadas se encuentra especificado en el punto 1.2. 
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2.4.3. Caracterización de proteínas involucradas en el citoesqueleto 

Fundamento: Como parte de la TEM y del proceso de migración celular es indispensable 

para las células la reestructuración del citoesqueleto. Este se encuentra formado por 

una serie de proteínas estructurales que tienden una malla a lo largo de la célula, 

dándole la forma característica a la misma y participando en procesos dinámicos 

celulares, como el movimiento de organelas, movimiento y posicionamiento celular. 

Para el estudio de los cambios en el citoesqueleto se utilizaron dos antincuerpos 

primarios: -tubulina que es una de las subestructuras que conforman los microtúbulos 

celulares. Los filamentos de actina se estudiaron con ayuda de la toxina fúngica faloidina 

que presenta afinidad por las estructuras filamentosas de la proteína y no por los 

monómeros.     

Metodología: Se sembró 8x103 células PC-3 sobre cubreobjetos redondos de 12 mm de 

diámetro ubicados en placas de cultivo de 24 pocillos. Al llegar a una confluencia del 50 

% se cambió a medio sin suero y se iniciaron los estímulos (24 h). Se fijaron las células 

(procedimiento descrito en el punto 2.6.3.2) y se incubaron con los anticuerpos primarios 

anti--tubulina y faolidina ligada a Alexa Flour 455, siguiendo lo establecido en el punto 

2.6.3.3. 

 

2.4.4. Migración celular – Ensayo de cierre de herida 

Fundamento: In vitro, la migración celular se mide según el tiempo requerido para cerrar 

una herida realizada en una monocapa celular confluente. La motilidad celular 

observada en este ensayo correlaciona con la capacidad de migración celular in vivo. 

Metodología: Se sembraron células PC-3 en placas de cultivo de 6 pocillos (3 x105 por 

pocillo). Al llegar a una confluencia del 100 % se las deprivó de suero (24 h) y se 

realizaron 3 heridas con una punta de pipeta de 200 l, aplicando en ese momento los 

estímulos por 16 h.   Se tomaron 9 microfotografías por pocillo (tiempo 0 y tiempo final) 

utilizando un microscopio invertido Nikon Ti3, con una magnificación de 10X. Se 
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midieron las áreas libres de células del tiempo 0 y tiempo final utilizando el programa 

ImageJ 1.51j8. Los resultados se expresaron como porcentaje de migración, tomando 

como base la siguiente ecuación: 100-((área final*100)/área inicial). 

 

2.5. Señalización intracelular 
Fundamento: Como respuesta a un estímulo, las células desencadenan una serie de 

señales intracelulares. En el cáncer existen cascadas de señalización, típicamente 

desreguladas, implicadas en la supervivencia, proliferación y migración celular, como 

por ejemplo la sobreactivación de las MAPK a través de la activación de EGFR, la 

activación de PI3K/AKT, PKC y HIC-5. El estudio de la activación de las mismas, sea 

por fosforilación o redistribución intracelular, permite trazar una cascada de respuestas 

a un estímulo dado, y de esta forma desentrañar los mecanismos moleculares 

involucrados en la enfermedad.    

2.5.1. Inmunodetección por Western Blot de proteínas fosforiladas 

Las células PC-3 se sembraron como se describió en el punto 2.2.1. Cuando alcanzaron 

una confluencia del 70 – 80 % el MC fue reemplazado por MDS por 24 h, y se realizaron 

los estímulos correspondientes durante 2 h.  Las células se colectaron por raspado de 

la placa (“rubber policeman”) a T.A. con 90 L de buffer de lisis de proteínas (ver punto 

1.2), se resuspendieron, se dejaron en reposo (30 min a 4ºC) y se centrifugaron (12000 

xg, 30 min, 4ºC). Se midieron las proteínas (punto 2.6.3.1) y se prosiguió 

inmediatamente con el western blot (60 g de proteína/calle) en gel de poliacrilamida al 

10 %. Las membranas se revelaron en primera instancia utilizando los anticuerpos anti 

p-EGFR, anti p-AKT, anti p-p38 y anti p-NF-B. Se realizó un “stripping” de las mismas 

y se reveló con el anticuerpo anti proteína total. 

La técnica de Western Blot, el revelado y el tratamiento de los datos se realizó siguiendo 

los pasos detallados en el punto 2.6.3.2. 
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2.5.2. Distribución intracelular de proteínas  
Microscopía confocal 

Se sembraron 1x104 células PC-3 sobre portaobjetos redondos de 12 mm ubicados en 

placas de cultivo de 24 pocillos. Al llegar a una confluencia de 70 – 80% se las deprivó 

de suero (24 h) antes de los estímulos específicos (1 h o 10 min).  Las células fueron 

preparadas para su observación por inmunofluorescencia indirecta según se describe 

en el punto 2.6.3.2.  La estandarización y cuantificación de las imágenes se realizaron 

utilizando el programa FIJI-ImageJ 1.52i.  

 

Fraccionamiento subcelular 

La técnica utilizada permite separar tres fracciones: nuclear, citoplasmática, y 

particulada (enriquecida en membranas celulares y fracción microsomal). 

Las células PC-3 se cultivaron en placas de 6 pocillos (punto 2.2.1). Cuando alcanzaron 

una confluencia del 80 – 90 % se las deprivó de suero por 24 h antes del estímulo (10 

min). Se recolectó la monocapa celular procediéndose inmediatamente al 

fraccionamiento subcelular por ultracentrifugación (punto 2.8.2.1). Se midió la 

concentración protéica en cada fracción (punto 2.6.3.1). Se realizó un western blot (25 

g de proteína por calle) para identificar PKC utilizando e-cadherina y GAPDH como 

controles de carga de la fracción particulada y citoplasmática respectivamente (punto 

2.6.3.2). 

 

2.6. Métodos generales 

2.6.1. Obtención de homogenatos celulares   
Una vez terminados los respectivos estímulos, se colectó la monocapa celular, se 

centrifugó (2900 xg, 10 min, 40C) y el precipitado se resuspendió en buffer de lisis a 4ºC.  

Las muestras mantuvieron a 4°C por 30 min, y se continuó con una centrifugación 
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(12000 xg, 30 min, 4°C). El sobrenadante resultante se fraccionó para su 

almacenamiento a -80°C. 

 

2.6.2. Fraccionamiento celular membrana y citoplasma  

Las células se transfirieron a tubos eppendorf, y fueron lisadas mediante 3 ciclos de 

congelado (nitrógeno líquido)/descongelado (placa térmica a 37ºC). Los detritus 

celulares se descartaron por centrifugación (2900 xg, 10 min, 4º C). El sobrenadante se 

centrifugó (12000 xg, 10 min, 4ºC); se descartó el pellet y el sobrenandante corresponde 

a la fracción particulada y citoplasmática. 

El sobrenadante fue centrifugado (100000 xg, 60 min 4ºC) utilizando una ultracentrífuga 

Sorvall combi plus (Thermo Scientific, Rockford, IL; EEUU). El sobrenadante 

corresponde a la fracción citoplasmática. El pellet fue resuspendido en buffer de 

homogenización (punto 1.2), siendo ésta la fracción particulada. 

 

2.6.3. Inmunodetección de proteínas 

2.6.3.1. Cuantificación de proteínas totales 

Fundamento: El método de Bradford se basa en la unión del colorante a la porción 

hidrofóbica de la proteína, lo que produce un reacomodo de la estructura del colorante 

y un cambio de color (de pardo a azul) que llega a una máxima absorbancia a 595 nm, 

manteniendo un rango de linealidad entre 0,1 y 0,5 mg/mL. Este método fue utilizado 

para la detección de proteínas en un rango de 1 a 10 mg/mL.  

Metodología: El reactivo de Bradford (BioRad Laboratories, Hercules, CA; EEUU) fue 

usado según las instrucciones del fabricante. Como estándar de medición se realizó una 

curva de seroalbúmina bovina (BSA) de 0.1 a 0.5 mg/mL. Las muestras fueron diluídas 

en un rango entre 1/5 a 1/20 a fin de que su lectura entrara en rango de linealidad. Cada 

muestra fue medida por triplicado. La reacción se realizó en placa de 96 pocillos. Para 



 
 

50 

la lectura se utilizó el lector multimodo de multiplaca modelo Synergy HTX (Biotek, 

Winooski, Vt, USA). 

 

2.6.3.2. Separación por electroforesis – Western Blot 

Fundamento: La electroforesis proteica se basa en la separación de proteínas con carga 

presentes en una muestra sembrada en un gel de poliacrilamida, mediante la aplicación 

de un gradiente de potencial. La movilidad resulta inversamente proporcional al tamaño 

de la proteína, que se estima por comparación con un patrón de pesos moleculares. 

Luego de la transferencia a una membrana, se utiliza un anticuerpo específico para 

detectar de forma semicuantitativa la proteína de interés. 

Metodología: En todos los casos se realizó elecroforesis vertical en gel desnaturalizante 

de poliacrilamida utilizando un equipo Mini Protean ® Tetra Vertical Electrophoresis Cell 

(BioRad Laboratories, Hercules, CA; EEUU). La concentración del gel utilizado fue del 

10 %, con el cual se logró conseguir una separación satisfactoria en el rango de 120 a 

28 kDa, donde se encuentran comprendidas la mayoría de las proteínas de interés. Se 

sembraron 50 g de proteína por calle, a excepción de los casos de fraccionamiento 

celular en los cuales se sembraron 25 g, o para los ensayos de proteínas fosforiladas 

en los que se utilizaron 60 g. Las muestras fueron disueltas en loading buffer 

(composición del buffer en el punto 1.2), y la separación electroforética se realizó a 

corriente constante de150 V.  

Una vez separadas las proteínas, el gel fue transferido a una membrana de fluoruro de 

polivinilideno (PDVF, por sus siglas en inglés) (100 V, 60 min). La membrana se bloqueó 

con una solución de leche descremada al 5 % en TBS-T 0.1 % para el caso de proteínas 

totales, y para proteínas fosforiladas se utilizó una solución de BSA 3 % en TBS-T 0.1% 

(1 h, TA), después de lo cual se incubó con un primer anticuerpo específico para la 

proteína de interés (16 h, 4º C). Se realizaron lavados con TBS-T 0,1 % (3 x 10min) y 
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se incubó con un segundo anticuerpo con especificidad de especie para el primer 

anticuerpo conjugado a la enzima HRP (del inglés, horsradish peroxidase) (2 h, T.A.), 

después de lo cual se repitieron los lavados con TBS-T 0.1 % (3 x 10min). Todas las 

incubaciones fueron realizadas con agitación utilizando un agitador orbital marca 

DragonLab (Distrito Shunyi, Beijing, China).  

Para el revelado por quimioluminiscencia se utilizó el sistema Amersham ™ ECL ™ 

Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Lifescience, Pittsburgh, PA, 

USA). La luminiscencia se reveló en películas fotográficas CL-XPosure Films® (Thermo 

Scientific, Rockford, IL; EEUU) y las bandas se cuantificaron utilizando el software 

ImageJ 1.51j8.  

En todos los casos, las membranas se “strippearon”, se volvieron a bloquear con leche 

5 % en TBS-T 0.1 % y se incubaron con un primer anticuerpo específico para una 

proteína de control de carga.  

 

2.6.3.3. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

Fundamento: En esta técnica se aprovecha la capacidad de los anticuerpos de unirse a 

moléculas específicas dentro de la célula. Los anticuerpos están conjugados a un 

fluoróforo, que al ser excitado con una longitud de onda especifica adquiere 

fluorescencia. Esto permite la cuantificación bajo microscopio de la fluorescencia 

emitida en una estructura subcelular particular.  

Metodología: Al finalizar los estímulos correspondientes, las células se lavaron 

cuidadosamente dos veces con PBS y se fijaron en paraformaldehido 4 % (P/V) en PBS 

(10 min a T.A.).  Se realizaron lavados con PBS (3 x 2 min) y se permeabilizó con Triton 

x-100® 0.2 % en PBS (10 min a T.A.), seguido de lavados con PBS (5 x 5 min). La unión 

inespecífica se bloqueó con BSA al 3 % en PBS (1 h) y se repitieron los lavados seguidos 

de la incubación con las diluciones de los anticuerpos primarios (1 h a TA o 16 h a 4ºC). 
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Nuevamente, se realizaron lavados con PBS (5 X 5 min) y los vidrios se incubaron con 

el anticuerpo secundario conjugado al fluoróforo (1 h, T.A.). Se realizaron lavados con 

PBS (2 x 5 min) y se incubó con el marcador nuclear DAPI (1/750 en PBS, 5 min) seguido 

de lavados con PBS (3 x 5 min). Finalmente, los preparados se montaron con medio de 

montaje Mowiol® (preparación punto 1.2). Para el caso del citoesqueleto, se tomaron 

microfotografías utilizando un microscopio de epifluorescencia Olympus BX51 

fluorescent, mientras que para la redistribución intracelular de proteínas se usó el 

microscopio de escaneo láser confocal Olympus FLUOVIEW PV1000, (Olympus 

Corporation, Tokyo, Japón) 

 

2.7. Análisis estadístico de los datos 
El ajuste de los datos a una distribución normal se analizó utilizando el test de Shapiro-

Wilks. Se usaron los siguientes test paramétricos para los datos que se ajustaron a una 

población normal: a) el test de Student de dos colas para la comparación de dos 

condiciones y, b) en los casos en que se compararon más de dos grupos se utilizó el 

análisis de ANOVA de una vía seguido de una corrección post-hoc: Dunnet en los casos 

en que se comparó solo contra el control, y Tukey para los casos de comparaciones 

múltiples. En todos los casos se consideró como significativa una p<0,05. 

Los resultados se presentan como la media ± el error estándar (SEM). Las pruebas 

estadísticas presentadas y los gráficos de las figuras se realizaron utilizando el software 

GraphPad Prism (Versión 8.01 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA; EEUU. 

Website: http://www.graphpad.com). 
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RESULTADOS 
 

1. CARACTERIZACIÓN DEL RECEPTOR GPR75 EN CÉLULAS DE CÁNCER 
DE PRÓSTATA 

Se utilizaron dos líneas celulares de cáncer de próstata: células LNCaP sensibles a los 

andrógenos, y células PC-3 no sensibles a los andrógenos.  

En base a resultados previos de nuestro laboratorio que demostraron que el 20-HETE 

forma parte de la cascada intracelular que sostiene la viabilidad de las células LNCaP, 

torrente abajo del RA 24; y que en el año 2017 se describió en células del músculo liso 

la expresión del receptor GPR75 para el 20-HETE 32, surgió la hipótesis de que las 

células de cáncer de próstata expresan dicho receptor. 

Como primer acercamiento, se constató la expresión del receptor GPR75 en ambas 

líneas celulares en cultivo en medio completo (Figura. 11. Panel A), observando que el 

nivel de expresión de éste en la línea LNCaP es tres veces mayor a la línea PC-3 

(p≤0.01). Además, para ambas líneas celulares la deprivación del suero del medio de 

cultivo resultó en una sobreexpresión del receptor en un porcentaje de 24.6±13.7% para 

LNCaP y 91.5±36.4% para PC-3 (p≤0.05 en ambos casos) (Figura11. Panel B y C). 
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Figura 11. Expresión del Receptor GPR75. Panel A. Células LNCaP y PC-3 en medio completo 
(MC) (n=3,**p<0.01 vs. LNCaP). Panel B y C. Células LNCaP (B) y PC-3 (C). Para ambas líneas 
celulares se compara la expresión en MC y medio deprivado de suero (MD) durante 24 h (n=3, 
*p<0.05 vs. MC en ambos casos). En todos los casos se muestra un Western Blot representativo 
de la expresión del receptor GPR75 en homogenatos celulares. El GAPDH se utilizó como control 
de carga. La cuantificación se presenta como el coeficiente GPR75/GAPDH y los valores se 
expresan como la media±SEM 

 

2. CÉLULAS SENSIBLES A ANDRÓGENOS (LNCAP) 

2.1. Modulación de la expresión del Receptor GPR75 
El aumento de la expresión del receptor GPR75 en medio deprivado de suero, dio lugar 

a la pregunta de si un cambio similar ocurriría en respuesta a la deprivación de 

esteroides, moléculas fundamentales para la supervivencia de células LNCaP. El cultivo 

en medio deprivado de esteroides (24 h) resultó en una sobreexpresión del receptor 

GPR75 en un 58.3±15.1% (p<0.05 vs MC). Figura 12 Panel A.  

Por otro lado, el receptor GPR75 es un receptor acoplado a proteína G, y la 

desensibilización homóloga es una característica de estos receptores. Por lo tanto, se 

planteó la hipótesis de que la exposición al agonista 20-HETE modularía la expresión 

de GPR75.  Las células cultivadas en medio deprivado de esteroides fueron expuestas 

al agonista o al antagonista. La incubación con 20-HETE (0.1nM, 36 h) disminuyó la 

expresión del GPR75 en un 76.65±5.53% (p<0.0001 vs control), y este efecto se vio 

parcialmente revertido por la coincubación con el antagonista del receptor GPR75, 19-

Panel B Panel C 
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HEDE (5 o 10 uM) (p<0.05 vs 20-HETE solo). El 19-HEDE no tuvo efecto per se. Figura 

12 Panel B. 

 

 

MC MDE
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

G
PR

75
/G

AP
DH

(F
ol

d 
Ch

an
ge

)

*

0.0

0.5

1.0

1.5

G
PR

75
/G

AP
DH

(F
ol

d 
Ch

an
ge

)

20-HETE

19-HEDE

- - + +
- + - +

****

#

 
Figura 12. Efectos del 20-HETE sobre la expresión del receptor GPR75 en células LNCaP. Panel 
A y B. Las células fueron cultivadas en medio completo (MC) o en medio deprivado de esteroides 
(MDE) durante 24h A. n=3, *p<0.05 vs. MC. B. Células en MDE incubadas con 20-HETE (0.1 
nM, 36 h) y/o con aspartato de sodio 19(R)-hidroxieicosa-5(Z), 14 (Z)-L-dienol (19-HEDE 5 o 10 
M) (n=3) (****p<0.0001 vs. control (vehículo); #p<0.05 vs. 20-HETE). Western Blot 
representativo de la expresión del receptor GPR75 en homogenatos celulares. El GAPDH se usó 
como control de carga. La cuantificación se presenta como el coeficiente GPR75/GAPDH y los 
valores se expresan como la media±SEM.   

 

2.2. Acciones intracelulares del 20-HETE 

2.2.1. Modulación de la expresión de receptor de andrógenos por el 20-HETE 
Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la inhibición de la síntesis de 

20-HETE disminuye significativamente la expresión del RA en células LNCaP, tanto a 

nivel del mensajero como de la proteína 24. A partir de este antecedente surgió la 

pregunta de si esta acción del 20-HETE requiere del estímulo del receptor GPR75. 

Efectivamente, la incubación con 20-HETE (0.1 nM, 36 h) resultó en un aumento del 

37.35±5.4% en la expresión del RA (p<0.01 vs. control), siendo este efecto revertido por 

la presencia del antagonista 19-HEDE (p<0.01 vs. 20-HETE solo). Figura 13. 

Panel A Panel B 
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Figura 13. Efectos del 20-HETE sobre la expresión del receptor de andrógenos. Las células 
LNCaP fueron cultivadas en medio deprivado de esteroides durante 24 h antes del estímulo (36 
h) con 20-HETE (0.1 nM), 19-HEDE (5 M), o una combinación de ambos. Western Blot 
representativo de la expresión del RA en homogenatos celulares. El GAPDH se usó como control 
de carga. La cuantificación se presenta como el coeficiente RA/GAPDH y los valores se expresan 
como la media±SEM.  (n=3) (**p<0.01 vs. control; ##p<0.01 vs. 20-HETE solo) 

 

2.2.2. Efectos del 20-HETE sobre la distribución intracelular del receptor de 

andrógenos 
El RA normalmente se encuentra en el citoplasma celular, en presencia de DHT se libera 

de las chaperonas, dimeriza y se redistribuye hacia el núcleo donde activa la 

transcripción de los genes bajo su regulación. Como primer acercamiento, utilizado 

como control positivo, se analizó bajo microscopía de fluorescencia el curso temporal 

de la redistribución del RA hacia el núcleo en presencia de DHT (10 nM) en células 

cultivadas en medio deprivado de esteroides. Se evaluó la relación de marca 

nuclear/marca citoplasmática en función del tiempo. Se observó un aumento en la 

relación núcleo/citoplasma del RA del 64.2±16.7 % a partir de los 30 min, 

manteniéndose este valor relativamente constante hasta los 120 min (p<0.0001 vs. 

control para todos los casos). Figura 14 Panel A. De modo semejante, al incubar las 

células con 20-HETE (0.1 nM) se observó un aumento cuantitativamente similar en la 

relación núcleo/citoplasma del RA del 62.8±17.6 %, pero con un curso temporal 

ligeramente distinto, ya que se evidenció a los 45 min y se sostuvo hasta los 60 min 

(p<0.0001 vs. control para ambos tiempos), con una tendencia a la disminución a los 

120 min, si bien aún significativamente mayor al basal (p<0.05). Figura 14 Panel B.  
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Figura 14. Curso temporal de la redistribución del receptor de andrógenos hacia el núcleo. Las 
células LNCaP se incubaron en un medio deprivado de esteroides por 24 h antes del estímulo 
de DHT (10 nM) (A) o 20-HETE (0.1 nM) (B) durante 15, 30, 45, 60 y 120 min. Microfotografias 
de inmunofluorescencia representativas para cada caso. Rojo: RA, Verde: Citoesqueleto 
(Faloidina), y Azul: Núcleos (DAPI). La cuantificación se presenta como la relación entre la 
intensidad media del núcleo / citoplasma. Los valores se expresan como la media±SEM (n=9) 
(*p<0.05; ****p<0.0001 vs. control). 

 

2.2.3. Efectos del 20-HETE sobre la actividad transcripcional del receptor de 

andrógenos 

2.2.3.1. Ensayo del Gen Reportero 

La transfección de células LNCaP con un vector de expresión que contiene una parte 

de la secuencia del promotor del PSA unido a luciferasa (PSA-Luc) permite cuantificar 

la actividad transcripcional del RA en respuesta a distintos estímulos.  

En experimentos preliminares se corroboró que la exposición a DHT (10 nM, 36 h) en 

medio deprivado de esteroides, utilizado como control positivo, aumentó la señal de 

luciferasa en 612±145% únicamente en células LNCaP/PSA-Luc (p<0.0001 vs. control). 

En cambio, la DHT no indujo respuesta en las células transfectadas con el vector vacío 

Figura 15 Panel A. Esto prueba la eficiencia de la transfección y la especificidad de la 

señal.  

Para evaluar el efecto del eje 20-HETE / GPR75 sobre la actividad transcripcional del 

RA, se estimuló las células en medio deprivado de esteroides con 20-HETE (0.1 nM, 36 

h) en presencia/ausencia 19-HEDE (10 M). En estas condiciones el 20-HETE aumentó 

la señal de luciferasa en un 178±63 % (p<0.0001 vs. control), siendo este efecto 

disminuido por la presencia del 19-HEDE (p<0.01 vs. 20-HETE solo)., Más aun, el  19-

HEDE por si solo disminuyó significativamente la actividad basal de luciferasa en un 

47.8±14.5 % (p<0.0001 vs.  control). Figura 15 Panel B. 

A fin de esclarecer si existe un efecto sinérgico entre el 20-HETE y la DHT sobre la 

actividad transcripcional del RA, las células se coincubaron con ambas drogas. La DHT 
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sola aumentó en un 1478±388 % la actividad de luciferasa (p<0.0001 vs.  control). La 

presencia del 20-HETE aumentó la actividad de luciferasa en un 58±29 % por sobre el 

efecto de la DHT (p<0.0001 vs.  DHT), y este efecto fue completamente revertido por el 

19-HEDE (p<0.0001 vs. 20-HETE+DHT). Figura 15 Panel C. 
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Figura 15. Efectos del 20-HETE sobre la actividad transcripcional del receptor de andrógenos. 
Las células LNCaP fueron transfectadas con el vector PSA-Luc o el plásmido vacío. Después de 
24 h, el medio completo se cambió a medio deprivado de esteroides y se incubó con: A. DHT (10 
nM, 36 h) (n=6) (****p<0.0001 vs. LNCaP (vector vacio) +DHT). B.  20-HETE (0.1 nM 36 h), 19-
HEDE (10 M) o una combinación de ambos. (n=6) (****p<0.0001 vs. vector vacio; ##p<0.01 vs. 
20-HETE solo). C. 20-HETE (0.1 nM, 36 h) y/o 19-HEDE (10 M) y/o DHT (10 nM). (n=6, 
****p<0.0001 vs. PSA-Luc; ####p<0.0001 vs. DHT solo; ++++p<0.0001 vs 20-HETE+DHT). Los 
datos se presentan en unidades de luminiscencia relativa. Los valores se expresan como la 
media±SEM 

 

Panel A 

Panel B Panel C 



 
 

61 

2.2.3.2. Determinación de PSA 

A efectos de confirmar los resultados del ensayo del gen reportero, que sugieren que el 

20-HETE incrementa la actividad transcripcional del RA, se evaluó el efecto del 20-

HETE sobre la liberación de PSA (proteína) al medio de cultivo. El estímulo con DHT 

(10 nM, 36 h) en medio deprivado de esteroides, usado como control postivo, aumentó 

la secreción de PSA al medio en un 740±65 % (p<0.001 vs. control). Figura 16 Panel 

A. El estímulo de las células con 20-HETE (0.1 nM, 36 h) resultó en un aumento más 

discreto, pero estadísticamente significativo del 58±11 % (p<0.05 vs. control) de PSA 

secretado, siendo este efecto revertido por la coincubación con 19-HEDE 10 M (p<0.01 

vs. 20-HETE solo). Figura 16 Panel B. 
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Figura 16. Efecto del 20-HETE sobre la secreción de PSA. Las células LNCaP fueron cultivadas 
en medio deprivado de esteroides (MDE) 24 h antes del estímulo con: A. DHT (10 nM, 36 h) 
(n=3, *** p<0.001 vs. MDE). B. 20-HETE (0.1 nM, 36 h) y/o 19-HEDE (10 M). Control (vehículo) 
. (n=3, *p<0.05 vs. control; ##p<0.01 vs. 20-HETE solo). Los datos se presentan como ng de 
PSA por mg de proteína en la monocapa. Los valores se expresan como la media±SEM  

 

3. CÉLULAS NO SENSIBLES A LOS ANDRÓGENOS (PC-3) 
 

3.1. Efecto del 20-HETE sobre la expresión del receptor GPR75 
A fin de evaluar la regulación de la expresión del receptor GPR75 de forma 

independiente a los andrógenos, se utilizó la línea celular de cáncer de próstata no 

sensible a los andrógenos, PC-3. 

Panel A Panel B 
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La Figura 17 muestra que, de forma similar a lo observado en las células LNCaP, el 

agonista 20-HETE (0.1 nM, 12 h) disminuyó en un 81±6.7 % la abundancia del receptor 

GPR75 (p<0.0001 vs. control), y este efecto fue revertido por la presencia del 

antagonista AAA (5 M) (p<0.01 vs. 20-HETE solo). Más aún, el antagonista aumentó 

per se la expresión del receptor en un 32±16 % (p<0.01 vs. control). 
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Figura 17. Efecto del 20-HETE sobre la expresión del receptor GPR75 en células PC-3. Las 
células fueron cultivadas en medio deprivado de suero durante 24 h antes del estímulo con 20-
HETE (0.1 nM, 12 h), el antagonista aspartato de sodio ((6Z, 15Z)-20-hidroxieicosa-6,15-dienol) 
(AAA, 5 o 10 M), o una combinación de ambos. Western Blot representativo de la expresión del 
receptor GPR75 en homogenatos celulares. El GAPDH se usó como control de carga. La 
cuantificación se presenta como la relación GPR75/GAPDH. Los valores se expresan como 
veces de cambio (Fold change) respecto al control (vehículo) y se representan como la 
media±SEM. (n=3, ****p<0.0001 vs. control; #p<0.01 vs. 20-HETE). 

 

3.2. Señales intracelulares activadas por el 20-HETE en células PC-3. Rol 
del receptor GPR75  

En las células PC-3, a diferencia de las LNCaP, las señales de proliferación y 

supervivencia no están bajo el control del RA. Por ese motivo, se estudió si en estas 

células el sistema 20-HETE/GPR75 modula señales previamente relacionadas a la 

transformación de las células a un fenotipo más agresivo. 
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3.2.1. Sobreexpresión de HIC-5 

Una de las proteínas reportadas en relación con el receptor GPR75 por Garcia et. al. es 

HIC-5, que forma parte de la familia de la paxilina, está asociada a la adhesión focal, 

polimerización del citoesqueleto y a la migración celular, además de formar parte de la 

regulación transcripcional de varios genes 41,120. 

La expresión basal de HIC-5 aumentó en un 150±40 % en presencia de 20-HETE (0.1 

nM, 12 h) en células cultivadas en medio deprivado de suero (p<0.0001 vs. control) 

(Figura 18 Panel A), siendo esta respuesta similar a la obtenida con el factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-, 5 y 10 M) (p<0.0001 vs. control), que fue 

utilizado como control positivo. Figura 18 Panel B.  La coincubación con AAA (5 y 10 

M) revirtió el efecto del 20-HETE (p<0.0001 para AAA 5 y 10 M vs. 20-HETE). Figura 

18 Panel A. 
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3.2.2. Activación de cascadas de señalización oncogénicas por el 20-HETE 

En este punto se evaluaron las principales cascadas de señalización activadas por el 

20-HETE en otros modelos experimentales, y que fueran conocidas por sus acciones 

oncogénicas.  

El estímulo con 20-HETE (0.1 nM, 2 h) incrementó la fosforilación de EGFR (Tyr 1092), 

NF-B (Ser 536) y Akt (Ser 473) en 146±66, 172±92 y 219±107 % respectivamente 

(p<0.01 para NF-kB, y p<0.001 para EGFR y AKT vs. control), sin un aumento de la 

expresión de proteína total. Figura 19 Panel A-C. La magnitud de la respuesta al 20-

HETE fue comparada con la respuesta obtenida por activadores conocidos de cada una 

de las señales estudiadas, utilizadas como control positivo. Figura 19 Panel E-G. La 

presencia del antagonista del receptor GPR75 (AAA 10 M) disminuyó 

significativamente el efecto del 20-HETE sobre la fosforilación de las moléculas en 

estudio (p<0.05 para NF-B, p<0.01 para AKT y p<0.001 para EGFR respectivamente 

vs. 20-HETE).  

Por otro lado, la presencia de 20-HETE (0.1 nM, 2 h) no aumentó la fosforilación de p-

38 (Tyr 182), siendo en cambio ésta incrementada en un 248 % ante el agregado de 

AAA (10 M) (p<0.0001 vs. control). Además, la coincubación con 20-HETE resultó en 

un aumento de la fosforilación de p-38 dependiente de la concentración de AAA 

(p<0.001 y p<0.0001 para 5 y 10 M  vs. 20-HETE respectivamente).  Figura 19 Panel 

D. 

 

 

Figura 18. Efecto del 20-HETE sobre la expresión de HIC-5. Las células PC-3 fueron cultivadas 
en medio deprivado de suero durante 24 h antes del estímulo con 20-HETE (0.1 nM, 12 hs) y/o: 
A. AAA (5 o 10 M), o B. TGF- (5 o 10 ng/mL). Western Blot representativo de la expresión de 
HIC-5 en homogenatos celulares. El GAPDH se usó como control de carga. La cuantificación se 
presenta como la relación HIC-5/GAPDH. Los valores se expresan como veces de cambio (Fold 
change) respecto al control (vehículo) y se representan como la media±SEM. (n=3, ****p<0.0001 
vs. control; ####p<0.0001 vs. 20-HETE). 
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Partiendo de la premisa de que la fosforilación de las diferentes proteínas puede inducir 

la translocación de éstas a diferentes compartimentos de la célula, se evaluó por 

microscopía confocal el efecto del 20-HETE sobre la distribución intracelular de p-AKT, 

AKT, NF-B y PKC.  

 

El 20-HETE (0.1 nM, 1 h) aumentó selectivamente la presencia en el núcleo de p-Akt 

(p<0.001 vs. control), pero no de la proteína total (AKT). La coincubación con el 

antagonista AAA (5 M) atenuó el efecto observado sobre p-AKT (p<0.01 vs. 20-HETE). 

Más aún, la presencia del antagonista sólo, resultó en la redistribución desde el núcleo 

tanto de AKT como de p-Akt (p<0.01, p<0.001 vs. control, respectivamente). Figura 20 

Panel A y  B. 

 

Por otro lado, respecto del NF-kB, el 20-HETE no modificó la abundancia de esta 

proteína en el núcleo. En cambio, cabe recalcar que el antagonista per se promovió la 

redistribución del NF-kB desde el núcleo (p<0.001 vs. control). Figura 21. 

Figura 19. Fosforilación de proteínas. Las células PC-3 fueron cultivadas en medio deprivado de 
suero durante 24 h antes del estímulo con 20-HETE (0.1 nM, 2 h) y/o A-D. AAA (5 o 10 M), o E-
G. IGF-1 (100 nM) o TNF- (10 ng/mL). Anticuerpos específicos contra p-EGFR (Tyr 1092), p-
NF-B p65 (Ser 536), p-AKT (p-AKT1 y p-AKT2) (Ser 473). Un Western Blot representativo de 
homogenatos celulares se presenta para cada caso. El GAPDH se usó como como control de 
carga. La cuantificación se presenta como la relación p-proteina/GAPDH. Los valores se 
expresan como veces de cambio (Fold change) respecto al control (vehículo) y se representan 
como la media±SEM. (n=3, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs. control; #p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001, ####p<0.0001 vs. 20-HETE) 
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Figura 21. Redistribución celular de NF-kB. Las células  fueron cultivadas en medio deprivado 
de suero durante 24 h antes del estímulo con 20-HETE (0.1 nM, 1 h), AAA (5 M) o una 
combinación de ambos. Se presentan microfotografías de inmunoflouresecencia representativas 
de NF-B. La cuantificación se presenta como intensidad media nuclear de la proteína, 
normalizada al control (vehículo). Los valores se expresan como la media±SEM. (n=3-12, 
**p<0.01, ***p<0.001 vs. control). 

 

Figura 20. Redistribución celular de AKT y p-AKT. Las células PC-3 fueron cultivadas en medio 
deprivado de suero durante 24 h antes del estímulo con (A-B) 20-HETE (0.1 nM, 2 h) y AAA (5 
M) o una combinación de ambos. Se presentan microfotografías de inmunoflouresecencia 
representativas A. AKT, B. p-AKT (Ser 473). La cuantificación se presenta como intensidad 
media nuclear de la proteína, normalizada al control (vehículo). Los valores se expresan como 
% del control y se representan como la media±SEM. (n=9-12, **p<0.01, ***p<0.001 vs. control; 
##p<0.01 vs. 20-HETE) 
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Finalmente, el 20-HETE (0.1 nM, 10 min) indujo una redistribución de la PKC desde el 

núcleo que resultó estadísticamente significativa (p< 0.05 vs control). Más aún, las 

imágenes sugerían que el 20-HETE promovió la redistribución de la PKC a la 

membrana celular, siendo este fenómeno revertido por el AAA (5 M). Figura 22 Panel 

A. Esto fue confirmado por fraccionamiento subcelular, que permitió corroborar que en 

estado basal la PKC se encuentra predominantemente en el citoplasma, y frente al 

estímulo con 20-HETE, transloca parciamente a la fracción de membrana (p<0.01 vs. 

control), efecto disminuido por el AAA (5 M) (p< 0.05 vs. 20-HETE). Figura 22 Panel 

B. 
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3.3. Acciones del 20-HETE sobre las características asociadas a la 
capacidad metastásica in vitro en células PC-3. Rol del receptor GPR75. 

 

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron el papel del 20-HETE en la 

acentuación del fenotipo maligno de células PC-3 121. El siguiente grupo de 

experimentos tuvo por objetivo dilucidar la participación del receptor GPR75 en dichos 

efectos. 

 

3.3.1. Transición Epitelio-Mesenquimal (TEM) – Inmunodetección de e-

cadherina y vimentina 
 

Es bien conocido que la transformación a un fenotipo celular más agresivo va 

acompañada de la disminución de la expresión de e-cadherina asociado al aumento de 

vimentina (cita). 

Panel B 

Figura 22. Redistribución celular PKC-. Las células fueron cultivadas en medio deprivado de 
suero durante 24 h antes del estímulo con 20-HETE (0.1 nM, 10 min) y AAA (5 M) o una 
combinación de ambos. Se presentan microfotografías de inmunoflourescencia representativas. 
A. La cuantificación se presenta como intensidad media nuclear de la proteína, normalizados al 
control (vehículo). B. Western Blot representativo de la translocación de PKC . El GAPDH y la 
E-Cadherina se usaron como control de carga. La cuantificación se presenta como el coeficiente 
PKC/GAPDH para citosol y PKC/E-cadherina para membrana. Los valores se expresan como 
veces de cambio (Fold change) respecto al control (vehículo) y se representan como la 
media±SEM. (n=3-12, *p<0.05, **p<0.01 vs. control; #p<0.05 vs. 20-HETE) 
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En condiciones controles, la expresión de e-cadherina y vimentina en células PC-3 

resultó semejante. La incubación con 20-HETE (0.1 nM, 24 h) disminuyó en un 40±13 

% la expresión del marcador epitelial e-cadherina, (p<0.0001 vs. control). De manera 

correspondiente, la expresión de vimentina aumentó en un 150±33 % (p<0.0001 vs. 

control). Ambos efectos fueron revertidos por el antagonista AAA, tanto con 5 como 10 

M (e-caderina (p<0.05 vs. 20-HETE para ambas concentraciones; vimentina p<0.001 

y p<0.0001 vs. 20-HETE para AAA 5 y 10 M respectivamente) (Figura 23 Panel A). La 

magnitud de la respuesta del 20-HETE fue similar a la obtenida con un conocido inductor 

de TEM, el TGF. Figura 23 Panel B.   
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3.3.2. Actividad de Metaloproteasas de Matriz – Zimografía 

En los siguientes experimentos se evaluó el efecto del 20-HETE sobre la actividad de la 

metaloproteasa de matriz-2 (MMP-2) en los medios condicionados de cultivos celulares 

utilizando la técnica de zimografía. 

La incubación de las células con 20-HETE (0.1 nM, 24 h) aumentó en un 52±15 % la 

actividad de MMP-2 (p<0.05 vs control), y esta respuesta se vio atenuada por la 

coincubacion con el antagonista AAA (5 y 10 M) en forma proporcional a su 

concentración (p<0.01 y p< 0.001 vs. 20-HETE respectivamente). Figura 24. 
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Figura 23. Marcadores de transición epitelio mesenquimal. Las células PC-3 fueron cultivadas en 
medio deprivado de suero durante 24 h antes del estímulo con 20-HETE (0.1 nM, 24 h) y/o A. AAA 
(5 o 10 M), o B. TGF- (5 o 10 ng/mL). Western Blot representativo de la expresión de e-cadherina 
y vimentina en homogenatos celulares. El GAPDH se usó como control de carga. La cuantificación 
se presenta como la relación e-cadherina o vimentina/GAPDH. Los valores se expresan como veces 
de cambio (Fold change) respecto al control (vehículo) y se representan como la media±SEM. (n=3, 
***p<0.001 ****p<0.0001 vs. control; #p<0.05 ###p<0.001 ####p<0.0001 vs. 20-HETE) 

Figura 24. Actividad de MMP-2. Las células PC-3 fueron cultivadas en medio deprivado de suero 
durante 24 h antes del estímulo con 20-HETE (0.1 nM, 24 h) y/o AAA (5 o 10 M) y los medios 
condicionados fueron procesados. Se muestra una zimografía representativa. Los datos se 
expresan como veces de cambio (Fold Change) con respecto al control (vehículo) y los valores 
se presentan como la media±SEM. (n=3, *p<0.05 vs. control; ##p<0.01, ###p<0.001 vs. 20-
HETE) 
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3.3.3. Reestructuración del citoesqueleto celular 

Una vez liberada de la matriz celular, la célula requerirá una alteración en la dinámica 

del citoesqueleto celular que le permita movilizarse. La evaluación de los cambios en el 

citoesqueleto se realizó por microscopía de fluorescencia marcando las estructuras de 

-tubulina con rodamina y los filamentos de F-actina con faloidina. 

En condiciones control se observó una disposición filamentosa de la -tubulina a través 

de todo el citoplasma celular, sin alteraciones visibles al microscopio luego del estímulo 

con 20-HETE (0.1 nM, 24 h), ni AAA (5 M, 24 h).  

Para el caso de los filamentos de F-actina, en condiciones controles, se observaron 

estructuras fibrilares atravesando la célula y formando protrusiones pequeñas en el 

límite celular sobre la membrana. La presencia de 20-HETE (0.1 nM, 24 h) incrementó 

las fibras de estrés de F-actina al comparar con el control, la coincubación con AAA 

revirtió este efecto y conservó la marca de faloidina en la periferia de la membrana 

celular, semejante al control. Figura 25 Panel A.  

La activación de la quinasa de adhesión focal (FAK, por sus siglas en inglés) por 

fosforilación del residuo de tirosina 397 (Tyr 397) se asocia con la adhesión de la célula 

a la matriz extracelular y con la reorganización del citoesqueleto de actina y la 

polarización celular que facilita la migración e invasión 122. 

Estímulos de 24 h con 20-HETE (0.1 nM) resultaron en un incremento en la fosforilación 

de FAK en el residuo Tyr397 en un 89±0.4 % (p<0.0001 vs. control) y esta activación 

fue disminuida en un 65±9.7 % por la coincubación con AAA 10 M (p<0.001 vs. 20-

HETE). Figura 25 Panel B. 

 

 



 
 

74 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

p-
FA

K/
FA

K
(F

ol
d 

Ch
an

ge
)

****

###

20-HETE

AAA

-

-
+
-

-

+

+

+

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

FA
K 

/ G
AP

DH
(F

ol
d 

Ch
an

ge
) ****

20-HETE

AAA

-

-
+
-

-

+

+

+

 

Panel A 

Panel B 

Figura 25. Reestructuración del citoesqueleto celular. Las células PC-3 fueron cultivadas en 
medio deprivado de suero durante 24 h antes del estímulo con 20-HETE (0.1 nM, 24 h) y/o AAA 
(10 M). A. Microfotografías representativas de la evaluación de -tubulina (panel superior) y F-
actina (panel inferior). Se evaluaron los cambios de las fibrillas de F-actina y se muestran con 
puntas de flecha las fibras de estrés y con flechas los sitios de adhesión focal. B. Western blot 
representativo de la expresión del p-FAK (Try 397) y FAK en homogenatos celulares. La 
expresión de p-FAK se muestra como la relación de p-FAK/FAK y la de FAK se muestra como 
FAK/-actina corregi el grafico, dice GAPDH. Los valores se expresan como veces de cambio 
(Fold Change) respecto al control (vehículo) y se presentan como la media±SEM. 
(n=3****p<0.0001 vs. control; ###p<0.001 vs. 20-HETE). 
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3.3.4. Migración celular – Ensayo de cierre de herida 

Para que la célula pueda invadir el tejido circundante debe tener una elevada capacidad 

migratoria. El ensayo de cierre de herida permite estimar in-vitro el cambio de la 

migración celular en respuesta a diferentes estímulos. 

La incubación de células PC-3 con 20-HETE (0.1 nM, 16 h luego de realizada la herida) 

resultó en un aumento del porcentaje de migración del 48.9±2.7% con respecto al control 

(p<0.0001). La coincubación con AAA 5 M disminuyó el efecto del 20-HETE al 36.0 ± 

2.9% (p<0.05 vs. 20-HETE solo).  Figura 26 Panel A. 

Además, se eligió este mismo modelo experimental para analizar la participación de las 

vías intracelulares activadas por el 20-HETE (descriptas en el punto 3.2.2) en las 

respuestas celulares desencadenadas por el mismo. Las células se incubaron con 20-

HETE (0.1 nM, 16 h) en presencia o ausencia de los siguientes inhibidores: PKC 

(RO318220, 100 nM) Figura 26 Panel B, PI3K/AKT (LY194002, 25 mM) Figura 26 

Panel C y NF-kB (sulfasalazina, 500 mM) Figura 26 Panel D. Todos ellos redujeron 

significativamente la migración celular inducida por el 20-HETE (% Cierre de herida: 20-

HETE solo 54.2 ± 8.5 %, p<0.0001 vs. control; 20-HETE+RO318220, 37.3 ± 10.6, 

p<0.001 vs 20-HETE; 20-HETE+LY294002, 33.0 ± 9.3, p<0.0001 vs. 20-HETE; 20-

HETE+sulfasalazina, 24.8 ± 7.5, p<0.0001 vs. 20-HETE). Más aun, la inhibición de 

PI3K/AKT y NF-kB disminuyó la migración celular per se (p<0.01 y p<0.0001 vs. control 

respectivamente). Estos resultados confirman que el estímulo de la migración celular 

inducido por el 20-HETE requiere de la participación de las cascadas de señalización 

intracelular activadas por el mismo. 
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Figura 26. Migración celular. Las células se cultivaron en medio completo hasta alcanzar el 90-
100% de confluencia, luego se mantuvieron en medio sin suero por 24 h previo a la realización 
de la herida (tiempo 0). Posteriormente se incubaron por 16 h con vehículo (control), 20-HETE 
(0.1 nM) y/o los siguientes inhibidores; A. AAA (5 M) (n=3), B. RO318220 (100 M, PKC) (n=3), 
C. LY294002 (25 M, PI3K/AKT) (n=3) y D. Sulfasalazina (500 M, NF-B) (n=3). 
Microfotografías representativas tomadas a tiempo 0 y 16 h después del estímulo en cada caso. 
La línea punteada negra marca la posición inicial. Los datos se presentan como % de migración 
celular luego de 16 h comparadas con el tiempo 0. Se analizaron de 9 a 12 fotografías por 
condición. Los valores se presentan como la media±SEM (**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
vs. control; #p<0.05, ###p<0.001, ####p<0.0001 vs. 20-HETE). 
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DISCUSIÓN 
 

Los resultados del presente trabajo contribuyen al conocimiento del papel que cumple 

el 20-HETE en la biología del cáncer de próstata y las diferentes acciones que 

desencadena, en forma dependiente o independiente de los andrógenos. Además, se 

ha abordado por primera vez importancia del receptor GPR75 en células tumorales.  

 

Se demostró que ambas líneas celulares de cáncer de próstata (LNCaP y PC-3) 

expresan el receptor GPR75, lo que sugiere que posiblemente estas células respondan 

al 20-HETE a través de este receptor como ha sido reportado en células del musculo 

liso 32, hipótesis que fue confirmada por los resultados del presente trabajo.  

Además, la sobreexpresión de este receptor cuando las células son sometidas a un 

medio empobrecido en nutrientes sugiere la importancia del GPR75 para la 

supervivencia de ambas líneas celulares.  

Nuestro laboratorio demostró anteriormente que el estímulo androgénico aumenta la 

expresión del CYP4F2 (mRNA y proteína) así como la disponibilidad intracelular de 20-

HETE en células LNCaP 24. En este contexto, es posible especular que la mayor 

expresión del receptor GPR75 en las células LNCaP respecto de las PC-3 responde a 

una activación constitutiva del eje CYP4F2-20-HETE-GPR75 dependiente de 

andrógenos, que no está activa en las células PC-3, no sensibles a andrógenos.  

A su vez, la mayor sobreexpresión del receptor GPR75 en células PC-3 en un medio 

pobre en nutrientes, en comparación con la línea LNCaP en similares condiciones, 

podría sugerir que, si bien en estas últimas las vías activadas por este receptor 

constituyen un medio compensatorio para la supervivencia en condiciones adversas, 

estas señales cobran mayor importancia aún en células no sensibles a los andrógenos.      
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La concentración de 20-HETE utilizada en el presente trabajo (0.1 nM) se encuentra 

dentro del rango del Kd calculado para la unión del 20-HETE con el receptor GPR75 

(3.75 nmol/L) 32. Además, otros autores demostraron que concentraciones similares de 

20-HETE incrementan significativamente la fosforilación de I (Inhibidor de κB, alfa) 

y MAPK-ERK 1/2 en células epiteliales 123. Si bien pareciese que la cantidad de 20-

HETE utilizada en el presente trabajo es inferior a la concentración intracelular del 

eicosanoide reportada para células LNCaP (312.8 ± 62 ng/mg de proteína) y células PC-

3 (207.3±9.0 ng/mg de proteína) 24, se debe tomar en cuenta que estos valores 

corresponden a la concentración intracelular total del compuesto (20-HETE libre más 

esterificado). Es sabido que, una vez que la célula lo produce, este eicosanoide puede 

permanecer libre en el citoplasma o ser re esterificado y almacenado en fosfolípidos de 

membrana 29. 

Es conocido que, en presencia de su agonista, los GPCRs sufren el proceso de 

desensibilización. En efecto, una característica general de estos receptores es que 

poseen complejos mecanismos de regulación que modulan su capacidad de respuesta. 

Estos mecanismos pueden afectar a su expresión, a su funcionalidad y a su localización 

subcelular. Dos familias de proteínas desempeñan un papel clave en la modulación de 

la funcionalidad y la dinámica intracelular de receptores tras la activación por agonistas: 

la familia de quinasas de GPCR, denominadas GRK (G protein-coupled receptor 

kinases),  y las proteínas desacoplantes denominadas arrestinas 124. Las GRKs son una 

familia de quinasas de serina/treonina localizadas principalmente en el citoplasma 

celular y en la membrana plasmática. Una vez que el ligando se une a su GPCR, las 

GRKs fosforilan residuos de serina y treonina ubicados en el dominio carboxilo terminal 

intracelular del receptor 125,126. Este sitio es reconocido entonces por la -arrestina y 

permite su unión a la superficie citosólica del GPCR impidiendo la transducción de la 

señal desde aquél a las proteínas G heterotriméricas 127,128. Las -arrestinas pueden 

actuar como estructura de andamio o adaptador para otras proteínas, como la clatrina 
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o las proteínas adaptadoras de clatrina. El reclutamiento y polarización de la clatrina 

resulta en la invaginación de la membrana. Las vesículas formadas por clatrina 

(endosomas) contienen al GPCR desensibilizado, y pueden fusionarse con los 

lisosomas para la degradación del receptor, evitando que la célula responda al estímulo 

del ligando de manera exagerada 127,129–131.    

En este trabajo, la exposición de las células al 20-HETE disminuyó la expresión proteica 

total del receptor GPR75, sugiriendo la degradación del receptor para prevenir la 

respuesta celular desmedida al estímulo del mismo. Este comportamiento puede ser 

entendido como un mecanismo de defensa frente a la sobre activación del receptor que 

podría desencadenar una amplificación anormal de señales celulares, resultando en 

comportamientos fisiológicos anormales. 

 

CÉLULAS SENSIBLES A ANDRÓGENOS (LNCaP) 
 

En el cáncer de próstata, el RA juega un rol fundamental para el desarrollo de la 

enfermedad, promoviendo la proliferación y manteniendo la viabilidad celular 107. Datos 

previos de nuestro laboratorio demostraron que la inhibición de la síntesis de 20-HETE 

disminuye la expresión del RA tanto a nivel del mRNA como de la proteína 24. Por esta 

razón, era esperable la sobreexpresión del RA al incubar las células con 20-HETE; 

además, de nuestros resultados se desprende que esta respuesta depende del receptor 

GPR75. Si bien en este trabajo no se ha profundizado respecto del mecanismo 

comprometido, podríamos plantear la hipótesis de la participación de c-Src como nexo 

entre la activación de GPR75 y la mayor expresión del RA. Este planteo se basa en: 1) 

la activación del GPR75 en células del músculo liso promueve la activación de c-Src32, 

2) la inhibición de c-Src disminuye la expresión del RA en células C4-2 (línea celular 

derivada de un tumor xenográfico de LNCaP) 132.  
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La vía genómica del RA depende de la capacidad de éste de translocar al núcleo celular 

donde actúa como factor de transcripción de proteínas que intervienen en la 

supervivencia y proliferación celular. Al unirse la DHT a la sección LBD del RA se 

produce un cambio conformacional que permite la dimerización del receptor y la 

translocación al núcleo 107. En nuestras condiciones experimentales, confirmamos que 

la DHT, usada como control positivo, promueve la localización nuclear del RA, la 

transcripción del gen que codifica para el PSA (KLK3) y la liberación de PSA al medio. 

Las imágenes de microscopía confocal y los ensayos de gen reportero revelaron 

respuestas cualitativamente semejantes a las de la DHTante la incubación de las células 

con 20-HETE en medio empobrecido en esteroides. La disminución del efecto de la DHT 

sobre la viabilidad celular ante la inhibición de la síntesis de 20-HETE 24, junto a una 

respuesta del 20-HETE cualitativamente semejante a la de DHT, observada en el 

presente trabajo, sugieren que el 20-HETE sería una molécula clave dentro de las 

señales intracelulares en respuesta al estímulo androgénico. Si bien la translocación del 

RA al núcleo inducida por el 20-HETE resultó cuantitativamente semejante a la 

respuesta a la DHT, la magnitud del efecto sobre la actividad transcripcional del RA y la 

secreción del PSA al medio fue menor. Ello sugiere la participación de otros factores 

dependientes de la DHT en los eventos intranucleares que determinan la actividad 

transcripcional del RA. 

Sin embargo, el resultado más relevante fue el efecto sinérgico entre el 20-HETE y la 

DHT a nivel de la actividad transcripcional del RA. Como se explicó en la introducción, 

la actividad del RA se mantiene en pacientes con TDA y los genes bajo regulación de 

este receptor se encuentran también activos 133. De esta forma, durante el TDA el RA 

adquiere la capacidad de sostener su actividad transcripcional y así regular la 

proliferación celular y la progresión tumoral aún en condiciones de mínima disponibilidad 

de andrógenos. Esto conduce a la recaída bioquímica (aumento de los niveles de PSA 

en plasma, que suele acompañar la evolución hacia la forma más agresiva conocida 
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como CPRC. Por lo tanto, la comprensión de los mecanismos que sostienen la actividad 

transcripcional del RA en condiciones de deprivación hormonal resulta de vital 

importancia. Los resultados presentados en este trabajo sugieren la participación del eje 

20-HETE/GPR75 en este proceso. Si bien nuestros datos no permiten aventurar sobre 

el mecanismo involucrado, podría especularse la participación, entre otros factores, de 

c-Src. Esta hipótesis se basa en: 1) la activación de c-Src en respuesta al estímulo de 

GPR75 propuesta por otros autores 32, y 2) c-Src media  la fosforilación del RA en la 

tirosina 534 inducida por factores de crecimiento como el EGF o el factor de crecimiento 

insulínico -1 (IGF-1, por sus siglas en inglés) que resulta en la translocación nuclear de 

este receptor y la transcripción de PSA, aun en ausencia de andrógenos 134,135.  

En resumen, toda esta información nos permite concluir que tanto la expresión, 

translocación y actividad transcripcional del RA se encuentran asociadas a la 

disponibilidad de 20-HETE, y que el eje 20-HETE/GPR75 desempeña un papel 

importante en la regulación de la actividad del RA y, eventualmente, en la progresión de 

la enfermedad a CRPC.  

 

CÉLULAS NO SENSIBLES A ANDRÓGENOS (PC-3) 
 

Los resultados de los experimentos con células PC-3 ratifican el importante papel del 

receptor GPR75 en células de cáncer de próstata no sensibles a andrógenos.  

Respecto la activación de señales intracelulares por el 20-HETE, el presente estudio 

demuestra que el 20-HETE incrementó la expresión de HIC-5 de manera dependiente 

del GPR75. Otros autores ya habían demostrado que HIC-5 es una de las proteínas 

cuya activación es consecuencia del estímulo del receptor GPR75 en células del 

musculo liso 32. 
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Se han atribuido diversas acciones a HIC-5, tales como participar en la regulación 

transcripcional, la reorganización del citoesqueleto, y la movilidad celular 41. En efecto, 

la sobreexpresión de HIC-5 en líneas celulares tumorales probó ser suficiente para dirigir 

el cambio a una morfología mesenquimal y promover la plasticidad e invasión celular 

120.  

La cascada de señalización que se inicia luego de la activación de un GPCR 

generalmente resulta en la amplificación de señales a través de la célula y, en 

determinadas condiciones, la hiperactivación de estos receptores puede terminar en un 

comportamiento celular anormal. De hecho, los GPCRs juegan un rol integral en la 

regulación y activación de las vías de señalización asociadas al cáncer, y pueden inducir 

cascadas de señalización como PI3K/AKT y la vía de las MAPK 136. Además, 

dependiendo del receptor y el tipo celular, las vías de señalización de los GPCRs 

pueden involucrar la transactivación de diferentes receptores tirosina-quinasa (RTKs, 

por sus siglas en inglés), como el EGFR y el receptor serina/treonina quinasa 137. Como 

se describirá más adelante, la relevancia de todas estas vías en cáncer es bien 

conocida. En este contexto, los presentes resultados mostraron que el 20-HETE activa 

las vías de EGFR, NF-, AKT y PKC a través del receptor GPR75. Si bien la activación 

de estas señales por el 20-HETE había sido descrita anteriormente en otros tipos 

celulares 38,138,139, los resultados de esta tesis demuestran el rol de GPR75 en su 

activación en células de cáncer de próstata. 

Si bien resultó sorprendente el aumento en la fosforilación de p-38 en respuesta al 

antagonista del receptor GPR75, y no al 20-HETE, este resultado puede ser 

comprendido a la luz del efecto de p-38 en otros modelos tumorales. En efecto, la 

activación de la vía de señalización de p-38 promueve la supresión de las funciones 

tumorales en células con características metastásicas a través de la restricción de la 

progresión del ciclo celular, promoviendo la senescencia y apoptosis 140,141, todos estos 

efectos son opuestos a las acciones del 20-HETE. 
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Una de las principales finalidades de la señalización celular es el control de la expresión 

de genes en el núcleo. En esta línea de pensamiento se interpreta que el 20-HETE 

promovió el incremento de p-AKT en el núcleo, mientras que el antagonista del GPR75 

disminuyó per se la señal nuclear del NF- y AKT.  

El incremento de la localización nuclear de moléculas de señalización ha sido descripto 

en diferentes tipos de cáncer. Se ha demostrado que AKT puede migrar al núcleo en 

respuesta a una variedad de estímulos incluyendo el IGF-1, la hipoglucemia, la insulina 

y el factor de crecimiento neuronal (NGF por sus siglas en inglés). Es más, algunos de 

los sustratos de AKT se encuentran permanentemente en el núcleo, como la familia de 

factores de transcripción FOXO o los co-activadores transcripcionales p300 142. Además, 

la presencia de AKT fosforilada en el núcleo celular fue previamente descrita en células 

de cáncer de próstata 143. En resumen, nuestros resultados sugieren que el estímulo 

basal del receptor GPR75 sostiene la localización nuclear de AKT y NF-, y que la 

señal iniciada por el 20-HETE induce una mayor presencia de AKT fosforilado en el 

núcleo celular.  

Para determinar la contribución de estas tres cascadas de señalización activadas por el 

20-HETE (PI3K/AKT, NF-, PKC) al fenotipo celular maligno, se evaluó la capacidad 

migratoria de las células. Como se discutirá más adelante, el 20-HETE aumentó 

significativamente la migración celular, efecto que fue revertido por la inhibición de cada 

una de estas tres vías. Este resultado nos permite adjudicar un papel funcional a las 

vías de señalización activadas por el 20-HETE. 

El rol oncogénico del eje PI3K/AKT va más allá de los efectos pro-proliferativos y de 

supervivencia celular e incluyen la migración e invasión celular 144. AKT media la 

fosforilación del factor de transcripción TWIST1 que promueve la TEM y la metástasis 

en cáncer de mama 145. NF- contribuye al inicio de la tumorigénesis y al aumento de 

la capacidad invasiva regulando la transcripción de varios genes 146. Además, la 
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activación de NF- incrementa la TEM y la metástasis en modelos de cáncer de mama 

147, y promueve el crecimiento de metástasis en hueso del tumor primario de próstata 

148. Por su lado, PKC se encuentra sobreexpresada en cáncer de próstata 149, y su 

activación resulta en un incremento de la motilidad celular asociada a la invasión en 

varios modelos de cáncer in vivo e in vitro 150.  

Por ende, al ser el común activador de varias cascadas oncogénicas en células de 

cáncer de próstata, el eje 20-HETE/GPR75 puede ser considerado como un flanco 

atractivo para el desarrollo de agentes antitumorales. 

La participación del sistema 20-HETE/GPR75 en varios procesos celulares que 

evidencian in vitro el potencial metastásico fue confirmado en los experimentos que se 

discuten a continuación.  

La observación de que ambas proteínas marcadoras de TEM (e-cadherina y vimentina) 

fueron alteradas por la incubación con 20-HETE y que estos cambios fueron abolidos 

completamente por la presencia del antagonista del receptor, sugiere que el 20-HETE 

induce la TEM a través de la estimulación del receptor GPR75. También, el antagonismo 

de este receptor revirtió la migración celular, así como también la secreción de MMP-2 

activa al medio condicionado promovidas por el 20-HETE. Estos resultados sustentan 

el rol del sistema 20-HETE/GPR75 en la activación de estos componentes claves de la 

metástasis tumoral.  

La migración celular es un proceso dinámico que requiere del re-arreglo coordinado del 

citoesqueleto y la adhesión celular. Nuestros resultados muestran el rol del receptor 

GPR75 en la regulación de la estructura del citoesquelo de actina, como así también en 

la fosforilación activante de FAK. Sin embargo, el hecho de que el aumento en la 

expresión total de FAK inducido por el 20-HETE no se viera afectado por el antagonista 

AAA, sugiere que este mecanismo es independiente del receptor GPR75. Otros autores 

han demostrado que la reorganización del citoesqueleto que se inicia por la unión de 
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ligandos a la actina produce no solamente la inhibición de la migración, sino también la 

apoptosis en células tumorales 151,152. Por ello, tomando como base el rol de la actina en 

la transformación celular, la desorganización del citoesqueleto de actina ha sido 

propuesta como una  potencial estrategia para terapias antitumorales 153,154.  

  



 
 

88 

CONCLUSIÓN 
 

Como se detalló en la introducción, la mayoría de los tumores prostáticos responden en 

un inicio a la terapia de deprivación de andrógenos, pero después de un tiempo 

progresan a un fenotipo más agresivo resistente a la castración. El tratamiento del 

cáncer de próstata independiente de los andrógenos es un reto clínico en la actualidad. 

Por lo tanto, se requiere del desarrollo de drogas dirigidas a blancos terapéuticos 

novedosos, diferentes a los atacados por las terapias antiandrogénicas convencionales 

155.  Este desafío requiere del conocimiento exhaustivo de los mecanismos que 

modifican diferentes vías de señalización intracelular, alterando los programas de 

transcripción génica, proliferación, diferenciación, migración, adhesión/movilidad, entre 

otros.  

Así, los resultados del presente trabajo de tesis proveen evidencias sobre los 

mecanismos intracelulares comprometidos en las acciones protumorigénicas del 20-

HETE en células de cáncer de próstata y demuestran que ellas requieren del estímulo 

del receptor GPR75. De esta manera, el antagonismo del receptor GPR75 podría ser 

considerado en el futuro como una interesante y novedosa diana terapéutica para el 

tratamiento de cáncer de próstata. 
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