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1. RESUMEN

Los estrégenos son hormonas sexuales esteroideas, derivadas del
ciclopentanohiperfenantreno, estas moléculas son de caracter lipofilico, ejercen su
efecto mediante la union a sus receptores (RE), de los cuales existen dos formas
la ay B. Se sabe que el estradiol (E,) mediante la unién al REa puede producir
proliferacion celular mientras que la unién al RE, la inhibe. EI RE se expresa en
cerebro, higado, hueso, utero, glandulas mamarias y prostata. En esta Ultima se
expresa tanto en estado normal como patolégico, como lo son las células de
cancer prostatico (LNCaP), las cuales son modelos Utiles para estudiar esta
patologia en préstata. La prostata es una glandula accesoria dependiente de
andrégenos, como testosterona (T) y dihidrotestosterona (DHT), pero también se
ha demostrado que su mantenimiento celular esta influenciado por estrégenos y
prolactina (PRL), cuyos receptores y componentes de vias de sefalizacion se
expresan en la prostata y lineas celulares de cancer prostatico. La funcién de RE[
en préstata no se conoce del todo, pero existen indicios de que participa en la
produccién de secreciones y en el control de la proliferacion epitelial. En cuanto a
la regulaciébn de su expresion, se sabe que T la incrementa, E, la inhibe, y
recientemente, un estudio en cuerpo liteo ha demostrado que la expresion del
REB en influencia de PRL es dosis-dependiente. Dentro de las vias de
sefalizacion activadas por PRL se encuentran la Jak/Stat, MAPK, Src y P13K, las
cuales se cree que estan implicadas en la activacidon de la transcripcién del RER,
lo cual tiene como consecuencia un aumento del ARN mensajero (ARNm). Por
ello, en la presente tesis se analizé mediante la técnica de RT-PCR, la expresion
del ARNm de REB en células LNCaP, en respuesta a la estimulaciéon con
concentraciones de PRL de 5, 10, 25, 50, 100 y 200 nM, encontrando un aumento
significativo de la expresion del ARNm de RE a las concentraciones de 10 a 100
nM. Con estos resultados esperamos que el conocimiento sobre la accién
prolactinica en prostata, contribuya para desarrollar estrategias para el tratamiento

y prevencion del cancer de préstata (CaP).
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2. INTRODUCCION

El CaP es la segunda enfermedad neoplasica que mas afecta a hombres, superada
sélo por el cancer de pulmdn, la cual suele manifestarse entre la cuarta y quinta

década de vida (Enmark y Gustafsson, 1999).

Se sabe que durante esta etapa existe aumento en el peso de la préstata de
los individuos, y que la proporcién androgenos/estrogenos se altera, los niveles de T
disminuyen mientras que los de E, aumentan. El aumento de los estrogenos produce
proliferacion celular en préstata, la cual es dependiente de andrdégenos para el
mantenimiento celular, por lo cual al existir una disminucién de los andrégenos y un
aumento en los estrogenos en esta etapa de la vida, se incrementa la probabilidad de
padecer CaP (McPherson et al., 2007).

Los estrogenos ejercen sus efectos mediante la unién a sus receptores (RE),
existen dos tipos de RE; REa y RER, los cuales tienen efectos antagdnicos, mientras
que el REP inhibe la proliferacion celular, el REa la estimula, proliferacion que puede
consecuentemente llevar a padecer CaP (Morani et al., 1998). Ademas de la T y el
E., que tienen efectos en la fisiologia normal de la prostata y en estado patoldgico,
existen estudios que muestran que PRL también tiene influencia en el desarrollo y
progresion del CaP. Los efectos de PRL se dan a través de la unién a sus receptores
(RPRL), los cuales activan vias de sefializacién, una de ellas es la via Jak/Stat, la
cual activa la transcripcion del REB en cuerpo luteo y pituitaria de rata (Telleria et al.,
1998). Es probable que esta regulacion también se produzca en prostata, la
activacion prolactinica de la expresion de REB podria ser parte del mecanismo
patolégico de PRL sobre la glandula, ya que diversos estudios demuestran que el
REB es un factor de sobrevivencia de las células cancerigenas en estados

avanzados tales como la metéastasis (Locia et al., 2013).



Por lo anterior, resulta de importancia para el presente trabajo contribuir al
conocimiento del desarrollo del CaP en cuanto a la participacion de PRL y del RER.
Para ello, se pretende demostrar la influencia de PRL sobre la expresion de REB en
la linea celular de céancer prostatico (LNCaP), la cual cuenta con todas las
caracteristicas bioquimicas necesarias para considerarse un modelo experimental
que simule las condiciones de la pristata, ya que expresa receptores a androgenos,
a estrogenos y a prolactina. Para ello, se estimularon las celulas utilizando distintas
concentraciones de PRL: 5, 10, 25, 50, 100 y 200 nM durante 30 minutos, para
después analizar la expresion de ARNm de REB, mediante la técnica de reaccion en

cadena de la polimerasa por transcripcion reversa (RT-PCR).



3. ANTECEDENTES
3.1 Estrégenos

La palabra estrogeno se deriva de la palabra latina “celo” o del griego “oistros”, que
se refiere a la etapa en que las hembras son sexualmente receptivas. Los estrégenos
fueron considerados durante afios como hormonas femeninas y los andrégenos
como hormonas masculinas, hasta 1980, cuando se encontrd que los estrogenos
también ejercian efectos en machos, rompiendo el paradigma que antes se tenia

sobre estas moléculas (Weihua et al., 2002).

Los estrégenos son molécula que se derivan del colesterol, por lo cual son de
caracter lipofilico, es decir, de caracter no polar y por ello, tienen la capacidad de
atravesar la membrana celular con facilidad (Nillson et al., 2001). En cuanto a su
biosintesis, se lleva a cabo en las gonadas y glandula adrenal, mientras que su
metabolismo o biotransformacion se realiza en higado, con la participacion de
enzimas, que catalizan reacciones de: hidroxilacién, oxidacion y reduccion (Beato y
Klug, 2000).

El citocromo P450 (CYP 450) que se encuentra en higado, es el sistema
catalizador encargado de convertir al colesterol en T, la cual puede ser aromatizada

en varios tejidos para formar estradiol (Morani et al., 2008).

Los estrégenos tienen efectos sobre el crecimiento, desarrollo y diferenciacion
de tejidos, aunque su accion principal se observa en érganos reproductivos (Koehler
et al., 2005). Se ha demostrado que en tejidos como higado, cerebro, sistema
cardiovascular y hueso, también regulan procesos, tales como el mantenimiento de
la densidad 6sea y el equilibrio hidroelectrolitico. En hembras, existen tres principales
estrogenos: estrona, estriol y estradiol (Figura 1), siendo este ultimo, el principal

ligando para sus receptores y el mas abundante (Bonkhoff et al., 2009).


http://es.wikipedia.org/wiki/Estradiol

El mecanismo mediante el cual los estrégenos ejercen sus efectos, es a través
de los RE, moléculas que pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares clase
II. Son proteinas que funcionan como factores de transcripcion de la expresion
génica (Harris, 2007). En ausencia de ligando, los RE estan unidos a proteinas
chaperonas de choque térmico (por sus siglas en inglés, HSP). Las HSP tienen un
peso de 90 kDA, por lo que se denominan HSP90. Cuando el receptor se encuentra
unido a las HSP su actividad como factor de transcripcion se encuentra modulada, ya
gue permanece en una conformacion que mantiene ocultos sus péptidos sefal de
localizacion nuclear (SLN) (Sabbah et al.,1996). Cuando se produce la unién ligando-
receptor, el RE se separa de las HSP, y pone al descubierto sus SLN lo que permite
la traslocacion hacia el nucleo, donde se unen directo a los elementos de respuesta
de estrégenos (ERE), palindromas con la secuencia GGGTCAnnnTGACC, donde n
representa un nucledétido cualquiera. Estos ERE son parte de la secuencia promotora
de genes blanco responsivos a estrégenos. La interaccibn con secuencias
promotoras es el estimulo necesario para provocar el ensamblaje de la maquinaria
de transcripcién y la consecuente expresion de los genes que se encuentran bajo

influencia estrogénica (Gruber et al., 2004 ).



OH OH

OH

HO HO

Estradiol Estriol

HO
Estrona

Figura 1. Estructura quimica de principales ligandos para RE (estradiol, estriol y

estrona) (Tomado de Locia et al., 2013).
3.2 Estructura general de los RE

La estructura terciaria de los RE, esta caracterizada por cinco dominios designados
con las letras A a la F, los cuales son: el dominio A/B o NH,-terminal, el cual
contiene sitios de fosforilizacion regulados por cinasas y que participa en la
interaccidn proteina-proteina (Morani et al., 2008), este dominio es el que mas varia
entre los miembros de la superfamilia de receptores nucleares (Koehler et al., 2005);
el dominio C o de union a ADN (DUA), el cual contiene dos dedos de zinc-cisteina
que se unen al surco mayor del ADN. Uno de estos dedos contiene una caja proximal
con tres aminoacidos especificos para este receptor, el segundo dedo de zinc, posee
la funcion de dimerizacion y ademas es el que se une a los sitios especificos del
promotor (Gruber et al., 2004). El dominio D o de bisagra confiere caracteristicas de

flexibilidad, por su parte, el dominio E o de union a ligando (DUL) incluye la region



encargada del reconocimiento de los estrogenos, los cuales son ligandos especificos
de los RE. Por ultimo, el dominio F no tiene funciones exactamente definidas, aunque
se cree que contribuye a la capacidad de activacion de transcripcion global del

receptor (Beato y Klug, 2000) (Figura 2).

Interaccién con - Regién flexible DOMINIO - Distincién agonistas/antagonistas
coactivadores DOMINIO N-TERMINAL BISAGRA
A{ C-TERMINAL | . activacién de la transcripcién

A ] -
{

|
I

- Reconocimiento y unién al EREV
DUA DUL — -StN
-SLN - Unién a las HSP

Figura 2. Estructura y descripcion de los dominios que conforman a los RE. (Tomado
de Locia et al., 2013).

3.3 Isoformas de los RE

Existen dos tipos de receptores a estrdgenos que se conocen respectivamente como
REa y RER, el primero en ser descubierto fue el REa, mas de diez afios después se
identifico el REB por el grupo de Jan-Ake Gustafsson, a partir de ADN
complementario (ADNc) de préstata de rata. Los REa y RER estan constituidos por
595 y 530 aminoacidos, respectivamente (Kuiper at al., 1997). A esta diferencia, se
afiaden las siguientes: comparten entre si el 56% de identidad compuesto por 12
plegamientos a-helice, comparten el 18% de homologia en su dominio NH,-Terminal,
un 96% de identidad en el dominio DUA, ademas poseen un aminoacido distinto en
la zona de unién, donde el REa contiene en la posicion 384 Metionina y REP
Leucina, (Dupont et al., 2000). De manera especifica para el REa, se conocen los
siguientes efectos: cambios en los depositos de grasa en el cuerpo, desarrollo y

crecimiento mamario, mantenimiento de la densidad O0sea, regulacién
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hidroeletrolitica, control de la conducta sexual masculina. En machos, la funcion mas
importante es la reabsorcion de fluidos en tubulos seminiferos, por lo cual, concentra
una mayor cantidad de espermatozoides, existiendo mayor probabilidad de
fecundacion. Por otro lado, participan en aspectos relacionados con la proliferacion
celular, en este aspecto se sabe que REa y REB poseen efectos antagdnicos uno del
otro. El efecto proliferativo atribuido a los estrégenos son producto de la activacion de
REa, mientras que el efecto que se produce por la activacion del REB no es del todo
conocido, sin embargo evidencia sugiere que su activacion pudiera tener un efecto
protector contra la hiperplasia prostatica benigna (HPB) y el CaP, debido a este
hecho, en el presente trabajo resulta de interés el estudio de este receptor, para

esclarecer un poco mas el comportamiento del REB (Locia et al., 2013).
3.4 Receptor a estrégenos B

Su descubrimiento se dio a conocer en 1996 en un Simposio, por Jan-Ake
Gustafsson, anunciando que su grupo de trabajo habia descubierto una segunda
forma del RE, y que denomind RER, el cual es un factor de transcripcidon, cuyo gen
esta localizado en el locus 14g22-24 del cromosoma 14 (Enmark y Gustafsson,
1999). Fue clonado a partir de una biblioteca de ADNc de préstata y ovario de rata, el
cual se encontrd que es altamente homologa al RE, pues posee 95% de similitud en
el dominio de uniéon a DNA y 55% en el dominio de unién a ligando. Por otra parte,
existen diversas isoformas del RE(, las cuales se derivan del mismo gen y son
producto de inserciones o deleciones de exones, lo que ocasiona que sean distintos
en el DUL. Tales isoformas se designan del 2 a 5, por ejemplo, la isoforma 2 que es
la més estudiada, se sabe que muestra poca afinidad por ligandos y que forma
heterodimeros con el REa los cuales son inactivos, contribuyendo al antagonismo
entre el REa y REB (Zhu et al., 2004).

El REB se expresa en diversos 6rganos como cerebro (Wang et al., 2006),
sistema cardiovascular, hueso, glandula mamaria, utero, testiculos, glandulas
salivales, ovario, parénquima de pulmén, colon, masculo liso y prostata (Scordalakes
et al., 2002)



Se sabe gue posee afinidad a los siguientes ligandos: E, > estriol > estrona.
Ademas de estos ligandos, muestra afinidad por estrégenos que no son de tipo
fisiolégico, y que son metabolitos secundarios de la soya, a este tipo de estrégenos
se les denomina fitoestrogenos, ejemplo particular es el de la genisteina y cumestrol,
su consumo esta asociado a la reduccion de la incidencia en cancer de mama, colon
y prostata. Estos fitoestrogenos muestran mayor afinidad por el REB, su selectividad
es 30 veces mas que por el REa, por ello se supone que la activacion del REB por
los fitoestroégenos, reducen la proliferacion celular y en consecuencia previenen la

aparicion del cancer (Kuiper et al.,1997).

3.5 Antagonismo sobre el REa, funcién de la regulacion de la proliferacion

celular

Son aun muy pocos los estudios realizados en relacion al REB, por lo cual aun no
hay informacion exacta acerca del comportamiento de este receptor. Lo que se sabe
acerca de la funcién del RERB, se ha esclarecido gracias a que se han demostrado
que muchos de sus efectos son antagonicos a los del REq, el cual ejerce la mayoria
de los efectos que se atribuyen a los estrégenos, entre los que se encuentra la
induccion de la proliferacion celular que paulatinamente puede llegar a un estado
patolégico como lo es el cancer (Nilsson y Gustafsson, 1999). Todo esto se ha
concluido de diversos estudios que muestran que existe una relacion entre la perdida
del REB y la progresion hacia el cancer, puntualizando en este hecho podemos

mencionar los casos en glandula mamaria, cuerpo lateo, cerebro y colon:

En glandula mamaria se comparo el tejido sano en comparacion con tejido con
lesiones benignas hiperplasicas, encontrandose que en tejido normal existia mayor

expresion de RER que en el tejido con lesiones (Roger et al., 2001).

En aparato reproductor femenino la expresién de REB es alta en miometrio
normal mientras que en leiomiomas es baja tanto en niveles de expresion del ARNm

como de su proteina (Chu et al., 2003).



Por su parte en células astrociticas, 6seas y de colon también se observa
perdida del REB en células tumorales o metastasicas en comparacion con las

normales (Bardin et al., 2004)

Todos los hallazgos antes mencionados han llevado a sugerir que uno de los
efectos del REB es el de regular la proliferacion celular, funcion que resulta
interesante estudiar en prostata, pues la presente tesis estq enfocada a estudiar al

REP en relacién con esta glandula.
3.6 Caracteristicas de la prostata

La préstata es la glandula mas grande en machos, su funcién es la de secretar
componentes que forman parte del fluido seminal para coadyuvar a la fertilidad del
individuo, las cuales ayudan al trayecto de los espermatozoides por el utero hasta
llegar al 6vulo, ademas deshacen el coagulo seminal posibilitando aun mas la funcién
espermética (Taylor et al., 2006). Posee forma de nuez y esta situada en la pelvis,
rodeando a la uretra y situada debajo de la vejiga, la cual esta dividida en tres
zonas: transicional, central y periférica, en cuanto a la expresion de REB en prostata
normal, la mayor expresion se encuentra en la zona periférica, observandose lo
contrario en la zona central (Ross y Pawlina, 2007). La préstata en una glandula que
contiene un epitelio formado por células secretoras dependientes de andrégenos,
por ello se dice que esta glandula es andrégeno dependiente (Kawashima y
Nakatani, 2012).

En esta glandula, T, el principal andrégeno debe ser transformado por la 5a-
reductasa en dihidrotestosterona (DHT), el cual es un andrégeno mas potente ya que
tiene mayor afinidad por el receptor a androgenos (RA) (Ricke et al., 2008), el cual
también es un factor de transcripcion activado por union a ligando, sus efectos se
producen cuando estos ligandos se unen al RA. Hay evidencia de que no sélo los
androgenos controlan funciones biolégicas en préstata, sino también estrogenos.
Estos ultimos ejercen sus efectos proliferativos mediante la unién al REa (Prins et al.,
2006). Ademas de los andrégenos y estrogenos se ha mostrado que la PRL también

tiene influencia en la glandula prostatica ya que interviene en la produccion de



secreciones y la proliferacion (Castellon et al., 2005). A este respecto, se sabe que
PRL puede inducir proliferacion descontrolada, llevando al desarrollo de patologias
como la HPB y el CaP (McPherson et al., 2007).

PRL es un polipéptido lactégeno que esta conformada por 199 aminoacidos
(Castelan, 2000), la cual se encuentra dividida en tres secciones y cuyas secciones
estan unidas por un enlace disulfuro entre distintos residuos de cisteina (Cys*-Cys™,

191.cys'® (Bole-Feysot et al., 1998), el gen que codifica para PRL

Cys>®-Cys'™vy Cys
se encuentra localizado en el cromosoma 6, y esta compuesto por 5 exones y 4
intrones, perteneciendo a la familia de las citocinas. La secrecion de PRL es
realizada por la dopamina hipotalamica (Huang at al., 1999), ademas su sintesis se
lleva a cabo por los lactotropos de la adenohipdfisis. Entre las funciones que realiza,
se reporta la regulacién del balance de fluidos (Freeman et al., 2000), la sintesis de
leche en glandula mamaria, la osmorregulacion, crecimiento de pelo, piel y desarrollo
de gonadas (Neill y Nagy, 1994). Existen distintas isoformas de PRL: la pequefia de
22.5 kDa, grande-grande (100 kDa), grande (50 kDa), pequefa-pequeiia y la forma

glicosilada (Nevalainen et al., 1997).

PRL esta implicada en la HPB y el CaP, pues regula el desarrollo y la
diferenciacion celular en prostata. Los receptores de PRL (RPRL) se encuentran
localizados en la membrana celular y pertenecen a la superfamilia de receptores de
citocinas clase 1 (Van Coppenolle et al.,, 2001). En modelos animales como rata y
raton el gen que codifica para el RPRL se encuentra en el cromosoma 5, existiendo
diversas isoformas del RPRL, que resultan del splicing alternativo (Perrot-Applanat et
al.,1997). Existen tres isoformas: larga, intermedia y corta, las cuales se diferencian
en su longitud. Los cuales estan constituidos por 591, 393 y 291 aminoacidos
respectivamente (Ouhtit et al., 1993). Estos receptores se expresan tanto en células
LNCaP, como en células normales de préstata, por ello es l6gico pensar que existe
influencia de PRL en cuanto a la regulacion del mantenimiento celular en préstata,

pero no existen estudios que describan este comportamiento.
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Figura 3. Representacion de los RPRL en rata (largo, intermedio y corto).
(Tomado de Bole- Feysot et al.,1998)

3.7 Efecto antiproliferativo del REB en préstata

La evidencia de que el REB es un regulador de la proliferacion prostatica, proviene

de estudios donde se demuestra su expresion.

Ensayos realizados tanto en modelos animales como en humanos han
demostrado que a medida que se disminuia la expresion de REB, se conducia a un
estado metastasico: neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (NIP) (Bardin et
al., 2004), por ello se sugirié que este receptor tenia un efecto antiproliferativo. Dicho
efecto se comprobé utilizando ratones RE -/-. Tres grupos de trabajo (Nueva York,
Francia y Suecia) produjeron ratones BERKO, es decir, ratones que no expresan a
este receptor, los cuales a la edad de seis meses, presentaban las siguientes

caracteristicas: aumento de la expresion del RA, hiperplasia en préstata ventral,
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disminucién de la glutation peroxidasa, ademas, observaron anomalias en la
diferenciacion celular, pues expresaban marcadores que producen celulas

incompletamente diferenciadas: P63 y CK19 (Weihua et al., 2002).

Otros estudios utilizaron ratones deficientes de la enzima aromatasa, la cual
pertenece a una via de sefalizacion en el estroma de la prostata, condicion que
resulta de la inactivacion del RER, en donde se observé un aumento de los niveles de
andrégenos que consecuentemente conduce a hiperplasia, por ello, hoy en dia las
terapias que consiste en la inhibicion de la aromatasa en cancer de prostata son
inefectivas, ademas se observaron indices de apoptosis menores en comparacion
con el tejido sano y acumulacion de células basal-intermediarias, por lo que se

concluy6 que el REB actuaba como supresor de tumores (McPherson et al., 2012).

Un ensayo clinico realizado con 132 pacientes, mostré pérdida del REB en
tejido con metastasis, en comparacién con tejido sano, se observé ademas que
existian deleciones en el cromosoma 14q, donde se localiza el gen que codifica para
el REB, al parecer, la expresion de la proteina del REB y del ARNm disminuyen en el
CaP. Gracias a todas estas investigaciones se ha concluido que el REB esta
implicado en la progresion tumoral y en el desarrollo del CaP, y que ademés de todo
lo anterior, en etapas de cancer avanzado, el REB se encuentra ausente (Zhu et al.,
2004).

La evidencia anterior muestra que el REB podria estar involucrado en el
mantenimiento de la proliferacién celular prostatica en niveles normales, ya que se
ha comparado la expresion del REB en préstatas normales y aquéllas que muestran
algun trastorno en la proliferacién, y en tejido sano existe mayor expresion que en
prostatas con proliferacion celular, concluyendo que RER podria evitar la aparicion de

trastornos hiperproliferativo (Pandini et al., 2007).
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3.8 Regulacién de la expresiéon del REB por PRL

Aunque se sabe que la expresion del REB es controlada tanto por andrdgenos como
por estrogenos, existe evidencia de que PRL también participa en este proceso, pues
en ratas, sometidas a conducta sexual, se ha observado que entre la primera y
segunda eyaculacion, existe un aumento de estrégenos asi como de PRL, el cual

esta acompafiado del incremento del ARNm del REB en prostata (Locia et al.,2013).

En cuerpo luteo, el tratamiento con PRL incrementa la expresion del RER, lo
mismo ocurre en pituitaria, glandulas mamarias y células deciduales, pues en
estudios con ratas prefiadas, se analizd la expresién del ARNm del REB mediante
RT-PCR, encontrandose que la expresion de este receptor durante toda la gestacion
mantenia en niveles constantes, disminuyendo significativamente en el parto (Frasor
et al., 2001a).

Ademas, en ratas hipofisectomizadas se disminuia la expresion de este
receptor, y sus niveles se restablecian mediante la administracion de PRL, por lo que
utilizando células CG-CL (linea celular de cuerpo luteo), evaluaron la expresion del
REPB en presencia de este lactdégeno, encontrando una respuesta dosis-dependiente.
Por lo que se concluyé que PRL regula la esteroidogénesis en cuerpo liteo y que
aumentaba la expresion del REB (Telleria et al., 1998).

En pituitaria, células deciduales y glandula mamaria, se observé un
incremento en la expresion de REB, a causa del tratamiento con PRL, por lo que se
cree que la expresion de RER se da através de la activacion de la via Jak/Stat, cuyo
mecanismo de accion, inicia cuando PRL se une a su receptor provocando la
dimerizacion de éste, con los consecuentes cambios conformacionales en su dominio
citoplasmatico. Estos cambios provocan a su vez la activacion de una proteina Jak,
molécula con actividad de tirosina cinasa asociada al dominio intracelular de
receptor a PRL. Cuando las tirosinas del dominio citoplasmatico del receptor a PRL
(RPRL) son fosforiladas por Jak, se convierten en sitios de anclaje para las proteinas
citoplasmaticas STAT. Estas proteinas son luego agrupadas por las tirosinas

fosforiladas y subsecuentemente fosforiladas también por las proteinas Jak. Cuando
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STAT se fosforila, puede asociarse con otra proteina STAT fosforilada y el dimero asi
formado se trasloca a nucleo, donde actiua como factor de transcripcion al unirse a
sus elementos de respuesta en los promotores de genes blanco (Figura 4) (Frasor et
al.,, 2001a). Ademas, la via Jak/Stat es la mas utilizada por los receptores a
citocinas, familia donde se encuentra la PRL, por lo tanto, PRL aumenta la expresion
del RERB (Frasor et al., 2001b).

3.9 Expresién del REB en LNCaP

Figura 4. Mecanismo de accion de la via Jak/Stat mediada por PRL (Tomado de Locia

et al..2013). 14



La linea celular LNCaP se estableci6 a partir de una lesidbn metastasica de
adenocarcinoma prostatico humano en 1983, por Horoszewicz y colaboradores. En
afios anteriores, para poder estudiar muestras de carcinoma prostatico se hacia
através de cultivos provenientes de modelos animales (rata y raton), la desventaja
era la poca similitud de la préstata de animales con la de humano, y por ende, la
confiabilidad de los resultados. En comparacion con tumores, éstas crecen
facilmente in vitro conservando su fenotipo epitelial, es decir, crecen en monocapas,
el medio idoneo para estas células es RPMI-1640 (medio 1640 del Roswell Park
Memorial Institute), complementado con SBF (suero fetal bovino), el cual le provee
factores de crecimiento y una mezcla de los antibiéticos penicilina/estreptomicina.
Poseen una forma alargada, su tiempo de duplicacién es de 60 horas, ademas estas
células conservan su malignidad por provenir de una lesion metastasica, poseen
capacidad de respuesta a hormonas, contienen un marcador de CaP, una
glicoproteina denominada fosfatasa acida y antigeno prostatico especifico (PSA)(
Horoszewicz et al., 1983). La linea celular LNCaP expresa REa y RER, y es sensible
tanto a androgenos como a estrégenos. Experimentos con esta linea celular
utilizando técnicas de Inmunohistoquimica han revelado que el REB se expresa tanto
en citosol como en el nacleo (Takahashi et al., 2007). Ademas, en células epiteliales
normales y cultivos primarios, la expresion del ARNm del REB es similar al de las
LNCaP (Zhu et al., 2004).

En comparacion con otras lineas celulares prostaticas como las DU-145
(metéstasis en cerebro) y PC-3 (metastasis en hueso), posee una mayor o igual
expresion del REB. Por lo anteriormente descrito en otros apartados, se sabe que al
ser dependientes de andrégenos y estroégenos, estas células poseen caracteristicas
importantes de respuesta fisiolégica en presencia de las ya mencionadas, misma
importancia que en afos recientes se ha descubierto en PRL, las células LNCaP al
igual que las células normales de prostata, depende de andrégenos para proliferar y
sintetizar proteinas caracteristicas como PSA. Por otra parte, las células LNCaP son
androgeno dependientes, por lo cual expresan al RA, receptor que en esta linea
celular presenta una mutacién puntual en el gen que codifica para el DUL, la cual no

afecta su responsividad por androgenos (Maggiolini et al., 2004) Su responsividad no
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se limita s6lo a los androgenos sino también a los estrégenos, los cuales tambie
también se expresan en préstata normal, en ensayos se ha determinado la existencia
de REB y REa en esta linea celular (Pandini et al., 2007). Existe ademas otra
hormona que ejerce sus efectos en estas células, la PRL, la cual ejerce su accion,
através de la union a sus RPRL que se encuentran en membrana asociados a
enzimas con actividad tirosina quinasa, los cuales se encuentran clasificados como
receptores clase 1, y que como se menciond anteriormente, existen diferentes
isoformas de los RPRL, forma corta, intermediaria y larga segun su longitud. Del cual
se ha demostrado que esta linea celular solo se expresan las formas corta y larga
(Bole- Feysot et al.,1998).Estos receptores estan implicados como componentes de
la via de sefializacion Jak/Stat, ademas las LNCaP expresan, las proteinas Jak
quinasas, que poseen actividad enzimatica de tirosina quinasa y las Stat, que son
transductoras de sefales y activadoras de la transcripcién, componentes de la via de
sefalizacion Jak/Stat (Locia et al.,, 2013). Ademas de poseer todos estos
componentes, esta linea celular también posee componentes para otras vias de
sefalizacion como la via de sefalizacion de las MAPK cuyo mecanismo de
transduccion intracelular se activa mediante la union de PRL a su receptor
membranal. Este mecanismo también esta asociado a la influencia que tiene PRL
sobre el crecimiento y funcionamiento prostatico, por todas las caracteristicas antes
mencionadas, las LNCaP fueron elegidas para la realizacion de esta tesis (Pascual et
al., 2009).
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4. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

Tras la evidencia mostrada en los antecedentes, se sabe que el REB posee efecto
inhibidor sobre la proliferacién celular, y que en préstata posee un papel en la
fisiologia normal y patoldgica de la misma, de la cual se ha demostrado que ademas
de ser una glandula dependiente a andrégenos, también lo es de estrégenos, y que
recientemente se ha demostrado que PRL también ejerce acciones en esta glandula.
Estas hormonas estdn ligadas estrechamente a la proliferacion celular vy
consecuentemente a un estado patologico como el CaP. REPB se expresa en LNCaP,
la cual ademas de expresar el REB, posee receptores para PRL, es decir, es
sensible a este lactdégeno, el cual, también esta implicado en la regulacion fisiolégica
de la préstata, sin embargo, existen muy pocos estudios realizados del efecto que
pueda producir PRL ante la expresion del REB. En cuerpo lateo, se encontré una
respuesta dosis-dependiente, concluyéndose que el E, junto con PRL, regulan la
esteroidogénesis en cuerpo luteo. Por ello, ante la carencia de estudios que nos
ayuden a comprender el efecto de PRL en prostata, el presente trabajo pretende
poner de manifiesto tal efecto, utilizando como modelo experimental la linea celular
LNCaP, la cual, fue elegida por las caracteristicas que posee, las cuales
proporcionan buena correlacion con el humano, ante lo cual se pretende contribuir al

conocimiento de la influencia de PRL en la expresion de REB en prostata.
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5. HIPOTESIS

PRL aumenta la expresion del REB en células LNCaP.

6. OBJETIVOS
Objetivo general

eDeterminar el efecto de la estimulacion con PRL, sobre la expresion del RER

en la linea celular LNCaP.
Objetivos particulares

e Estandarizar las condiciones éptimas para realizar la técnica de RT-PCR
para RE en células LNCaP.

e Evaluar mediante la técnica de RT-PCR la expresiéon de ARNm de RE en
cultivos de LNCaP.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

CULTIVO DE CELULAS LNCaP

(Placa de 6 pozos, 2 mL por pozo, 50,000 células/mL)
n=4

ARRESTO CELULAR POR 4 HORAS

TRATAMIENTO CON PRL

PRL
5nM

PRL
10 nM

PRL
25nM

PRL
50 nM

PRL
100 nM

PRL
200 nM

ESTIMULACION POR 30
MINUTOS

EXTRACCION DE ARN
TOTAL

RT-PCR PARA REPB

ELECTROFORESIS DE
AMPLIFICADOS

ANALISIS
DENSITOMETRICO

ANOVA

DE 1 VIiA

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSION

Figura 5. Disefio experimental para la determinacion del ARNm del REB en células

LNCaP estimuladas con distintas concentraciones de PRL.
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Cultivo y mantenimiento de la linea celular LNCaP.

Las células LNCaP se obtuvieron por donaciéon de la Dra. Elizabeth Langley del
Instituto Nacional Ciencias Meédicas y Nutricion “Salvador Subiran”. Fueron
inoculadas en placas petri estériles de poliestireno de 90 X 20 mm (Sarsted),
utiizando 10 mL de medio RPMI-1640 (SIGMA-ALDRICH) complementado con
bicarbonato de sodio (SIGMA-ALDRICH) a una concentracion de 2 g/L, piruvato de
sodio (SIGMA-ALDRICH) 1 mM, suero fetal bovino (FBS, GIBCO, USA) al 10% (v/v)
y penicilina-estreptomicina (P/S)(10,000 U/ml de penicilina y 10 mg/mL de
estreptomicina en 0.9% de cloruro de sodio, SIGMA-ALDRICH) a una concentraciéon
de 1% (v/v). Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en una atmdsfera con CO2 al 5%
con cambio de medio cada tercer dia, los stocks de células iniciales se mantuvieron
en esas condiciones hasta que alcanzaron una confluencia del 80%, y las cuales se
transfirieron de la siguiente manera: se eliminé el medio de cultivo mediante
decantacion y las células fueron lavadas con 5 mL de PBS (SIGMA-ALDRICH, St.

Louis, Mo, USA), homogenizando el buffer en la caja con movimientos circulares.

Las monocapas de las células fueron dispersas con 2mL de tripsina,
posteriormente se incubaron por un tiempo de 3 minutos. Una vez transcurrido este
lapso, se observaron las células para observar su desprendimiento, se golped
suavemente la caja con movimientos laterales para facilitar el desprendimiento de las
células. Se agregaron 4 mL de medio RPMI-1640 complementado (medio para
crecimiento, el cual contenia FBS), para inactivar la tripsina, se esparcieron y
homogenizaron mecanicamente con una pipeta de 10 mL, los 6 mL (2mL de tripsina+
4mL de FBS), se transfirieron en un tubo con rosca cuya capacidad era de 15 mL,
donde se repitié la accion de dispersion y homogenizacién de las células, este tubo
se centrifugd durante 5 minutos a 2500rpm (D-78532, Hettich Zentrifuguen),
posteriormente se decant6 el contenido del tubo con un movimiento rapido y preciso,
para eliminar restos de medio complementado y tripsina, al final de este movimiento
se pudo observar la pastilla de células en el fondo del tubo, posteriormente se

reconstituy6 el volumen (6 mL de medio complementado), se disperso y homogenizé
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el precipitado de células, con un pipeteo firme pero constante para no maltratar las
células, se procediod a contar las células en una camara de Neubauer, tomando 20 uL
de estas células, se adicionaron en un tubo cuya capacidad fue de 500 uL (CRM), y
se mezclaron con 80 pL de azul de tripan (SIGMA), el tubo que se utilizé para esta
mezcla debia contener el azul de tripdn desde el lavado de las células (dilucién 1:5),
entonces se homogenizd esta mezcla y se tomaron 10uL para el conteo. El azul de
tripdn se utiliz6 para descartar las células viables de las no viables, se dejaron
reposar las células en la camara de Neubauer durante 3 minutos a temperatura
ambiente, y se procedio a realizar el conteo, descartando las células que se tifiieron
de azul, el conteo se realiz6 en los cuadros externos de la cAmara, correspondiente
para leucocitos, el calculo del numero total de las células se realizé con la siguiente

formula:

(NUumeros total de células contadas/8)(10000)(Factor de dilucion)(Volumen de medio

donde se re suspenden las células).

Las células obtenidas se utilizaron para llevar a cabo los experimentos y/o
mantener un cultivo (stock), el cual contuvo 1,000,000 de células en caja petri estéril
con 10 mL de medio complementado como antes se describid, las cuales se dejaron
durante 3 dias, con cambio de medio en el segundo dia, después de este tiempo

volvieron a transferirse.
8.2 Siembra en cajas de 6 pozos y arresto celular.

Los indculos iniciales se mantuvieron en las condiciones mencionadas para el stock
alrededor de una semana, momento en el cual alcanzaron una confluencia de
aproximadamente 70-80%. Posteriormente, se procedié a realizar el proceso de
subcultivo. Para ello, el medio de cultivo complementado (medio de crecimiento) se
retird de las placas mediante decantacién y las células se lavaron con 5 mL de Buffer
de Fosfato Salino (PBS, SIGMA-ALDRICH) agregando éste a la placa, realizando
después movimientos circulares suaves y finalmente decantandolo. En seguida se
agregaron 2 mL de solucion de tripsina-EDTA 1X (0.5 g de tripsina porcinay 0.2 g de
EDTAe4Na por litro de Solucion Balanceada de Hanks con rojo de fenol, SIGMA
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ALDRICH) y se incub6 por 3-5 minutos a 37 °C en atmdésfera con CO2 al 5%.
Después de la incubacién, la placa se agit6 mediante golpeo suave sobre las
paredes de la misma para coadyuvar al proceso de despegado de las células
inducido por tripsina. A continuacion, se adicionaron 4 mL de medio de crecimiento
para inactivar la tripsina y se homogeniz6 mediante pipeteo para completar el
proceso de disociacion de las células. La mezcla se colocd en un tubo conico estéril
de centrifuga de 15 mL (Corning), se volvio a homogenizar por pipeteo y se
centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos en una centrifuga (D-78532, Hettich
Zentrifuguen). Después de la centrifugacion, se decantd el sobrenadante para
eliminar los restos de tripsina y se adicion6 el mismo volumen de medio de
crecimiento nuevo. Se homogenizé por pipeteo y se tomaron 20 uL de la mezcla,
colocandolos después en un tubo estéril de 500 pl (CRM) previamente adicionado
con 80 uL de azul de tripan (SIGMA) y se mezcld para obtener una solucion de
células en proporcion 1:5. De esta solucion, se tomaron 10 ul y se colocaron en cada
una de las cuadriculas para conteo celular de una camara de Neubauer (Brand).
Después de 3 minutos a temperatura ambiente se realiz6 un conteo de las células
viables (aquellas que no incorporan el azul de tripan) presentes en los cuatro
cuadrantes externos de la cuadricula, utilizando el objetivo seco débil (10X) (Leica).
El conteo de los 8 cuadrantes externos totales de la camara de Neubauer fue
promediado y luego utilizado para conocer el numero de células por ml, asi como el
namero de células totales en el tubo de 15 mL. Para ello, el promedio de células se
multiplicé por 10,000 y luego por el factor de dilucién (5), obteniéndose asi el nimero
de células por ml, mismo que se multiplicé por el volumen total en el tubo de 15 mL
para obtener el nUmero de células totales obtenidas del cultivo. Con este dato, se
procedié a calcular el volumen necesario para obtener 1,000,000 células, las cuéles
fueron colocadas en una placa de petri estéril nueva conteniendo 10 ml de medio de
crecimiento y se incubaron en las condiciones antes indicadas. Este subcultivo
(transferencia) se dejo crecer durante 72 horas (3 dias), con cambio de medio a las
48. Pasado este tiempo, se realizd otro proceso de transferencia para continuar

propagando las células o para obtener subcultivos a utilizar en los experimentos
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planteados. Es importante mencionar que para el caso de los experimentos, se

procurd que las células no tuvieran mas de 13 transferencias.
8.3 Estimulacién de la linea celular LNCaP con PRL

Una vez finalizada el arresto celular, se procedié a la estimulacion con PRL (SIGMA-
ALDRICH, St. Louis, Mo, USA), de la cual se preparé una solucion stock con una
concentracion de 100 uM, se realizaron los céalculos para determinar la cantidad en
volumen que habia que adicionar para obtener las concentraciones de: 5, 10, 25, 50,
100 y 200 nM en el medio de arresto. A cada uno de los pozos se les adicion6 medio

no complementado y el volumen del estimulo con la concentracion final.
8.4 Obtencion de ARN total de RER de células LNCaP estimuladas con PRL
8.4.1 Obtencién de ARN total

Se obtuvo ARN total usando el reactivo TRIzol® (Invitrogen Life Technologies),
primero se decantd el medio donde estaban contenidas las células y se adicion6 1
mL del reactivo a cada pozo de la placa, se lisaron las células y se homogenizé el
contenido que después se vertid en tubos eppendorf de 1.5 mL (CRM), donde se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se adicionaron a los tubos
200 pL de cloroformo, para después agitar vigorosamente por 15 segundos, se
incub6é por 3 minutos a temperatura ambiente, para posteriormente centrifugar a
8000 rpm y 8 °C en una centrifuga Hettich Zentrifuguen D-78532 durante 15 minutos.
Al final se tom¢ la fase acuosa, y se coloc6 en un tubo estéril eppendorf de 1.5 mL.

8.4.2 Precipitacion de ARN

A la fase acuosa se adicionaron 0.5 mL de alcohol isopropilico, se homogenizaron y
luego se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
centrifugaron a 10000 rpm y 8 °C durante 10 minutos, con lo cual se obtuvo el
precipitado de ARN. Se removio el sobrenadante, se adicion6 0.5 mL de etanol al 75
% y se centrifug6 a 7900 rpm y 8 °C durante 5 minutos, se decanté el etanol y el tubo
se dejo a temperatura ambiente, después se agregaron 26 pL de agua estéril para

disolverlo con la punta de una pipeta de manera sueve en hielo. Las muestras de

23



ARN se mantuvieron guardadas a una temperatura de -70°C en un ultracongelador

NUAIRE hasta su utilizacion.
8.4.3 Determinacién de la concentracion del ARN total

Antes de determinar la concentracion, cada tubo fue descongelado del
ultracongelador y centrifugado, para la determinacion se utilizaron 2uL del contenido
de cada uno de los tubos, el cual se coloc6 en un foco 6ptico del Nanodrop ND-1000
para obtener la concentracion de ARN total, se obtuvo ademas la densidad 6ptica de
la muestra la cual se ley6 a 260 y 280 nm de longitud de onda. El cociente de las
absorbancias a ambas longitudes de onda correspondio a un valor de entre 1.6 y 1.8
y que denominamos RATIO , el cual nos indic6 que el ARN tenia la pureza

adecuada, este cociente fue calculado automaticamente por el equipo.
8.4.5 Electroforesis para el ARN

Esta electroforesis se realiz6 para determinar la integridad del ARN, primeramente se
prepararon los geles de agarosa (Invitrogen Life Technologies) cuya concentracion
correspondia al 1 % en un volumen final de 120 mL de TBE 1X (6 gr de TRIS BASE
(Bio-Rad), 3.08 gr de acido bdrico (Sigma-Aldrich), 0.372 gr de Na2EDTA-2H20,
contenidos en un litro con agua Mili-Q. Para obtener el gel, se coloc6 en un matraz
Erlenmeyer 1.2 g de agarosa y se agregé 120 mL de TBE 1X, el matraz fue
calentado durante 1:30 minutos en un horno de microondas convencional (Daewoo)
el cual se agitd durante ese tiempo, después durante medio minuto cada 5 segundos,
se detuvo el microondas para volver a agitar, en total la mezcla se calenté durante
2:00 minutos. Al finalizar este tiempo, la mezcla se vertié en un frasco cuyo contenido
fue de 250 mL, en el cual se adiciond 4 yL de bromuro de etidio (Bio-Rad) y se
homogenizo, sin agitar con un movimiento circular, sobre una superficie plana, la
mezcla con bromuro de etidio se vertié en un molde de 15 pocillos (Bio-Rad) y se
dej6 gelificar a temperatura ambiente durante una hora. Transcurrido este tiempo se
retir6 del molde y se colocé en un equipo para electroforesis (Bio Rad), donde se
afiadieron 2L de TBE 1X, volumen que cubrié totalmente el gel. Para colocar las

muestras de ARN en los pocillos del gel, se mezclaron 3 pL de la muestra con 3 pL
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de una solucion de glicerol-agua-azul de bromofenol (glicerol/agua, 1:1; una pizca de
azul de bromofenol) en un pedazo de papel parafiim. Esta mezcla se colocé en los
pocillos del gel y se sometid a electroforesis usando un voltaje de 100 V durante 1
hora, después de ese tiempo, el gel fue llevado a un fotodocumentador (Bio-Rad) del
cual se obtuvo una imagen por fluorescencia con luz UV y se observaron las bandas
correspondientes a las subunidades de ARNr, indicativas de la integridad de la

muestra.
8.5 RT-PCR
8.5.1 Transcripcion reversa.

Para obtener el ADNc se utilizaron reactivos Invitrogen Life Technologies, se
marcaron los tubos a utilizar con capacidad de 0.2 mL, se adicionaron 2.5 ug de
ARN en el volumen adecuado. Para determinar la cantidad de ARN utilizada, se
procedid previamente a la realizaciébn de una curva en la que se probaron diferentes
concentraciones de ARN. Tal como se indica en la seccion correspondiente a
RESULTADOS. Después de adicionar los 2.5 pg de ARN , a cada tubo se agregé 1
ML de oligo dt, 1 yL de DNTP’s (5 pl de cada NTP 100 mM, en 50 pl de agua estéril) y
WFI (agua para inyectables) hasta un volumen de 12 pL. Los tubos se calentaron a
70 °C durante 3 minutos en un termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems). Se prepardé una mezcla de reactivos (Mix-RT) a partir del kit M-MLV
Reverse transcriptase que contenia 1 uL de enzima transcriptasa reversa (200 U/pl),
5 uL de buffer 5X First Strand (Tris-HCI, 250 mM (KCI, 375 mM; MgCI2) y 2 uL de
DTT (0.1 M), por cada muestra de ARN. Pasados 3 minutos de calentamiento a 70
°C, se adicionaron 8 uL de (Mix-RT) a cada uno de los tubos que después se llevaron
de nuevo al termociclador, donde se sometieron al protocolo de temperaturas
siguiente: 37 °C durante 60 minutos, 94 °C durante 3 min y finalmente 4 °C hasta el

momento de ser retirados. Con este procedimiento se obtuvieron 20 uL ADNc.
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8.5.2 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Los reactivos con los que se realizé la técnica de PCR, fueron de la marca Invitrogen
Life Technologies. Se procedi6é adicionando en un tubo de 500 pL, una mezcla de
reactivos (Mix-PCR) que contenia, por cada tubo para amplificar: 2.5 yL de buffer
10X (Tris-HCI, 200 mM; KCI, 500 mM), 0.5 yL de oligonucledétido (50 pMoles/uL)
sentido y antisentido para el REB o GsPDH, 1 yL de dNTP’S (5 pL de cada NTP 100
mM, en 50 uL de agua estéril), 0.75 pL de Mg?* (MgCl,, 50 mM), 0. 25 L de la
enzima Taq DNA Polymerase (5 U/uL) y WFI hasta un volumen final de 22.5 uL. En
cada tubo se adiciono 2.5 uyg de ADNc obtenido de la transcripcion inversa y sometio
al siguiente protocolo de tiempo: 1 ciclo a 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos de 5
segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C y 30 segundos a 72 °C, 1 ciclo a 72 °C
durante 10 minutos, después de lo cual, fueron enfriados hasta 4 °C. Este

procedimiento permitié obtener 25 uL de amplificado en cada tubo.
8.6 Electroforesis para amplificados

Se prepar6 el gel de la misma manera que para la electroforesis para la
determinacién del ARN, utilizando 5 uL de amplificado con 3 pL de glicerol-agua-
azul de bromofenol y se colocaron en los pocillos del gel. Uno de los pocillos fue
utilizado para colocar 1 yl de marcador de pares de bases (MPB) Trackit 100 bp
DNA leader (Invitrogen life technologies) para determinar el tamafio de los productos
de amplificacion. Una vez colocadas las muestras de los amplificados y el MPB, las
muestras se sometieron a electroforesis durante 1 hora a 100 V, el resultado de la
electroforesis se determind en el mismo equipo que el utilizado para comprobar la
integridad de los ARN.

8.7 Analisis densitométrico.

Se obtuvo la imagen del gel mediante el programa Kodak 1D 3.6 a través de la
estacion de imagenes 440 CF de Kodak utilizando la lampara UV vy el filtro 4. Se
determind el background promedio e intensidad de cada una de las bandas, después
se obtuvo la diferencia entre estos dos valores. Las diferencia de valores de cada

banda de amplificado para el REB fue dividida entre la correspondiente para la banda
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de Gs;PDH, con el fin de normalizar el efecto de la expresion génica constitutiva. Los
cocientes REB/G;PDH fueron tomados como indicativos de la expresion relativa del

gen del REB para cada tratamiento utilizado.
8.8 Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el método de ANOVA de 1 via para
muestras independientes y la prueba post hoc de Fisher LSD, el software que se

utilizo para realizar la estadistica fue StatSoft Inc 1984-2004.
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9. RESULTADOS
9.1 Cultivos Celulares

Se obtuvieron cultivos celulares de LNCaP, los cuales, como se mencion6 en la
METODOLOGIA, se sembraron con un inéculo inicial de 100,000 células contenidas
en 2mL de medio RPMI-1640 complementado, las cuales crecieron durante tres dias

después de la siembra.

En la figura 6 se muestra el aspecto de las células que se utilizaron para realizar el

presente trabajo.

Figura 6. Aspecto de las células al transcurrir 72 horas después de su siembra
(objetivo 5X).
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9.2 Obtencién de ARN

Se obtuvo ARN y se cuantific6 mediante la técnica descrita a partir de muestras de
células LNCaP sometidas a tratamientos de PRL por 30 minutos, a concentraciones
de 5, 10, 25, 50, 100 y 200 nM, después de lo cual se procedié a una electroforesis
de los distintos ARN en un gel de agarosa al 1% en Buffer TBE 1X en un campo
eléctrico de 100 V, con la finalidad de observar las tres bandas correspondientes a

las subunidades de ARN ribosomal, indicativas de la integridad de la muestra.

En la figura 7 se muestra el patron de bandas caracteristico.
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Figura 7. Patron de bandas que confirman la integridad del ARN, en los
carriles se observan tratamiento a diferentes concentraciones de PRL.
1, 5nM: 2, 10nM: 3, 25nM: 4, 50nM; 5, 100nM; 6, 200nM.
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9.3 Obtencidn de curva de concentracién de ARNm de REB

Se retrotranscribieron, en tubos de reaccién diferentes; 2, 2.5, 3, y 3.5 uyg de ARN de
células LNCaP sometidas a las mismas condiciones experimentales, exceptuando el
hecho de que no tenian tratamiento con PRL. Posteriormente, 10 yl del ADNc de
cada retrotranscripcion fueron amplificados por separado utilizando 30 ciclos de

amplificacion y 50 pM de oligonucledtido.

En la figura 8 se muestra la intensidad de las bandas, que tiende a aumentar. La

grafica muestra esta tendencia.
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Figura 8. RT-PCR para REB, 1 = MPB; 2= 2.0 ug; 3= 2.5 ug;

4= 3.0 ug; 5= 3.5 yg de ARN; 50 pM de oligonucledtido y 10uL
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Se determind la expresion del ARNm del REB en el cultivo de células LNCaP
tratadas con PRL por 30 minutos a concentraciones de: 5, 10, 25, 50,100 y 200 nM.
Para comparar la expresion del receptor, se utilizo6 una ANOVA de 1 via para
muestras independientes y la prueba pos hoc de Fisher LSD. No se observaron
diferencias significativas entre las concentraciones de 10, 25, 50 y 100 nM (p<0.01).
En la figura 8 se muestra la expresion del ARNm de REP a distintas concentraciones
de PRL.

Expresion de mRNA de RE en tratamiento de diferentes
concentraciones de PRL
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Figura 9. Expresién de ARNm de REB en el tratamiento con dosis variables de PRL. Se muestran los
promedios de 4 experimentos independientes + el error estandar. Las diferencias se determinaron
mediante ANOVA de 1 via y la prueba post hoc de Fisher LSD. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, con p<0.01. La prueba Fisher LSD mostré que la expresion del receptor
incrementa cuando se utilizan concentraciones a partir de 10 y va hasta 100 nM, la expresion
observada en este intervalo de concentraciones no mostraron diferencias significativas. Por otro lado la
expresion observada utilizando la concentracion de 200nM , tampoco es estadisticamente diferente de

la observada a la concentracién de 5nM.
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En la presente tesis se analiz6 la influencia de PRL por 30 minutos, en
concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100 y 200 nM en la expresion del ARNm de REB
en cultivos celulares de la linea celular LNCaP, hasta el momento no existen estudios
donde se evalue el efecto de PRL en la expresion del REB en préstata. Sin embargo,
dicho efecto es posible puesto que las células LNCaP poseen los mismos receptores
que en cuerpo lateo, pituitaria y glandula mamaria (Horoszewicz et al., 1983).

En el presente trabajo se observéO que aumenta la expresion del REB a
concentraciones de 10 a 100 nM, lo cual demuestra la regulacion prolactinica en la
expresion del REB en células prostaticas, ademas, concuerda con lo encontrado en

pituitaria, cuerpo lateo y glandula mamaria (Frasor et al., 2001a; Telleria et al., 1998)

En pituitaria, se observdé mediante la técnica de RT-PCR que la expresion del
ARNm del REB, se mantenia en niveles constantes durante la gestacion,
disminuyendo significativamente en el parto. Al realizar hipofisectomia la cual
consiste en retirar la hipofisis (encargada de la regulacion de la secrecion de PRL),
se disminuia la expresiéon del REP, restableciiendose los niveles mediante la

administracion de PRL (Frasor et al., 2001a).

En la linea celular CG-CL, se evalué la expresion del REB en presencia de
PRL, encontrando una respuesta dosis-dependiente (Telleria et al., 1998).

En glandula mamaria se observa una inhibicién de la expresion del RER,
puesto que el tratamiento con E,, fosforila a las proteinas STAT las cuales, al
fosforilizarse impiden la dimerizacion de estas proteinas y su traslocacion a nucleo,

donde ejercen su funcién como factores de la transcripcion (Frasor et al., 2001).

La regulacion que ejerce PRL en la expresion del REB se cree que es mediada
por vias de activacion como las MAPK , las cuales son un mecanismo de
transduccion intracelular que se activa cuando PRL se une a su receptor, este
mecanismo también esta asociado a la funcién que realiza PRL sobre el crecimiento

y funcionamiento prostatico (Pascual et al., 2009).
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Otra via de sefializacién activada por PRL es la via Jak/Stat, cuyo mecanismo
de accion se inicia cuando PRL se une a su receptor, lo que provoca la dimerizacion
del mismo, con cambios conformacionales en el dominio citoplasmatico, estos
cambios activan a la proteina Jak, la cual posee actividad tirosina cinasa. Cuando en
el dominio citoplasmético son fosforiladas las proteinas Jak, se convierten en sitios
de anclaje para las para las STAT, las cuales son reclutadas posteriormente y
fosforiladas por las proteinas Jak. Al encontrarse fosforilada la STAT se une a otra
proteina STAT (la cual se encuentra también fosforilada), al formar ese dimero, este

se trasloca al nucleo para activar la transcripcion (Locia et al., 2013).

Existen isoformas de las proteinas STAT, de las cuales se sabe que también
estan implicadas en la regulacion de la expresion del REB en influencia de PRL,
ejemplo de ello es la STAT3, la cual participa como factor de la transcripcion, la cual
es activada por la participacion de Src y P13K (Neilson et al., 2007).De este modo la
via Jak/ Stat podria aumentar la expresion celular a HPB mediante la actuacion de

una de las isoformas de la proteina Stat.

Con respecto a la razén por lo cual PRL aumenta la expresién del RE, puede
mencionarse lo siguiente, que si bien en cierto que el REB es un inhibidor de la
proliferacion, en etapas avanzadas como la metastasis ya no tiene esta funcion, lo
cual concuerda con el papel que se atribuye a PRL como inductor de la proliferacion
y carcinogénesis prostatica, aunado a esto, es significativo que PRL se encuentra
elevada en hombres con cancer prostatico metastasico y en general incrementa con
la edad (Horvath et al.,, 2001), sugiriendo un papel importante a las patologias
prostaticas, por lo tanto, en células cancerosas metastasica prostaticas, PRL podria
incrementar la expresion de REB para promover la supervivencia de las mismas, por
lo tanto en el presente trabajo se concluye que en células prostaticas también se

presenta la regulacion del REB mediada por PRL.
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11. CONCLUSIONES

La cantidad de ARN total 6ptima para realizar la técnica de RT-PCR en linea celular
(LNCaP), fue de 2.5 pg y el numero de amplificaciones fue de 30 ciclos con 50 pM
de oligonucledtido.

El estimulo de PRL a 30 minutos aumenta la expresién del RER en (LNCaP) a partir

de la concentracién de 10 nM y se mantiene la expresion hasta 100 nM.
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