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Resumen

El cancer de préstata (CP) es una de las neoplasias malignas mas comunes en hombres en los paises
occidentales, causante de numerosas muertes. Los tratamientos actuales van dirigidos a inhibir la via del
receptor de andrégenos (RA), debido a su papel en el desarrollo normal y patoldgico de la prostata. Aunque
en un primer momento responden favorablemente a estos tratamientos, en muchos casos se alcanza un
estadio mas grave de la enfermedad conocido como cancer de préstata resistente a la castracion (CPRC)
donde los tratamientos son paliativos. Por ello el estudio de los mecanismos moleculares responsables de
estos procesos de resistencia es prioritario para poder desarrollar nuevas terapias, asi como mejorar las ya
existentes. El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar el efecto del antiandrégeno apalutamida sobre la
expresion génica en dos lineas celulares de CP que representan distintos estadios de la enfermedad y con
distinta sensibilidad a la apalutamida con el fin de profundizar en los mecanismos moleculares por lo que
las células de cancer de prostata desarrollan resistencia a los tratamientos hormonales. Segun los datos
obtenidos en un RNAseq, el tratamiento con apalutamida cambiaba la expresién de un mayor numero de
genes en la linea celular sensible LNCaP con respecto a la linea celular resistente 22Rv1. Con el objetivo
de validar estos resultados, se llevé a cabo una criba de esos genes, seleccionando aquellos cuyos cambios
de expresion eran significativos y cuya funcion era relevante y pudiera ayudarnos a explicar las diferencias
de sensibilidad al tratamiento. Mediante RT-qPCR se consiguié validar los cambios de expresion de los
genes KLK2 y TP53INP1 en la linea sensible LNCaP, cuya funcién podria ayudarnos a entender la
sensibilidad que presenta la linea celular LNCaP. Estudios futuros son necesarios para determinar el
alcance de su importancia y su futuro uso como dianas terapéuticas.
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Introduccién

El cancer de prostata (CP) supone un grave problema para la sociedad actual debido a que es la principal
causa de muerte en hombres de mediana edad en los paises occidentales. Se considera fundamentalmente
una enfermedad asociada a la edad y es por ello por lo que su incidencia ha aumentado en los Gltimos afios
como consecuencia del incremento de la esperanza de vida. Existen ademas otros factores de riesgo que
facilitan la predisposicion a padecer esta enfermedad como son las alteraciones genéticas, la etnia y la
obesidad [1].

El CP se caracteriza por ser una enfermedad heterogénea y multifocal [2]. Estos hechos hacen que el
abordaje terapéutico sea complicado y varie en funcion del estadio de la enfermedad en el que sea
diagnosticada. En estadios tempranos de la enfermedad, los tratamientos estandar suelen ser prostatectomia
radical y radioterapia, mientras que en estados mas avanzados o metastasicos los tratamientos se basan en
actuar contra la via del receptor de androgenos (RA) [1].

Los androgenos como la testosterona y la dihidrotestoterona (DHT) son los responsables de la homeostasis
y desarrollo fisioldgico normal de la prostata, pero también juegan un papel fundamental en el desarrollo y
progresion del cancer de prostata. Estas hormonas ejercen su funcion mediante su unién a RA que es un
factor de transcripcion que consta de tres dominios: un dominio N-terminal, un dominio de unién al ligando
(LBD, Ligand Binding Domain) y un dominio de unién al DNA (DBD, DNA Binding Domain). Los
ligandos (testosterona y DHT) se unen al LBD iniciando un cambio conformacional en RA que provoca la
disociacion de las chaperonas a las que esta unido en su forma inactiva, permitiendo su homodimerizacion
y translocacion al nucleo, donde ejerce su funcién como factor de transcripcion al unirse a secuencias
especificas denominadas elementos de respuesta a androgenos (ERA). Esto promueve la transcripcion de
genes involucrados en la proliferacion de la prostata, asi como de genes antiapoptoticos, favoreciendo la
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progresion de la enfermedad [3]. Para la regulacion de la expresion génica, el RA interacciona con un gran
nimero de correguladores entre los que encontramos otros factores de transcripcion y las proteinas que
regulan las modificaciones epigenéticas. [4].

El conocimiento del papel que juega el RA en el desarrollo y progresion del cancer de prostata ha impulsado
la creacion de terapias dirigidas a esta diana molecular en aquellos pacientes que presentan un estadio mas
avanzado del tumor. Estos tratamientos consisten en la ablacién androgénica, que consigue disminuir los
niveles séricos de andrdgenos a concentraciones por debajo de la cual no es capaz de activar al RA, junto
con el uso de antiandrogenos. Esta terapia es conocida como terapia de deprivacion androgénica (TDA) y,
a pesar del éxito de estos abordajes terapéuticos, entre el 20-50% de los pacientes se hacen resistentes a los
tratamientos y entran en la fase conocida como cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC), que
constituye la principal causa de mortalidad [5]. Estos pacientes son tratados con antiandroégenos de segunda
generacion como la enzalutamida; y de tercera generacion como la apalutamida [3]. Se ha visto que la
apalutamida aumenta la supervivencia en hombres que padecen CP y por ello su uso fue aprobado en
Estados Unidos en 2018. El mecanismo de accion de la apalutamida consiste en unirse al dominio LBD del
RA, impidiendo la unién de sus ligandos naturales y por lo tanto imposibilitando su homodimerizacién y
translocacion al nticleo, bloqueando de esta manera la actividad transcripcional de RA [6].

En el transcurso de estos tratamientos, algunos pacientes desarrollan una forma mas agresiva y fatal de la
enfermedad denominado cancer de préstata neuroendocrino (CPNE), que se caracteriza por la pérdida del
RA y por presentar caracteristicas neuroendocrinas. Los tumores CPNE o de células pequeiias representan
solo el 2% de incidencia en el momento del diagnostico, pero el tratamiento continuado con los
antiandrégenos mencionados anteriormente y el posterior desarrollo de resistencia ha disparado a un 30%
la incidencia del CPNE inducido por la terapia [7]. Por lo tanto, el estudio de los mecanismos moleculares
por los cuales el CP se hace resistente a estos tratamientos es prioritario ya que contribuira a mejorar los
tratamientos existentes y al desarrollo de nuevas terapias.

El trabajo previo realizado por nuestro grupo de investigacién ha confirmado que existen diferencias de
sensibilidad a la apalutamida dependiendo del estadio de la enfermedad y que en ambos casos la
apalutamida sigue ejerciendo su accion al bloquear la translocacion de RA al nucleo. Teniendo en cuenta
la informacion recabada, el objetivo de este trabajo consiste en dilucidar el mecanismo molecular por el
que la apalutamida ejerce un efecto antitumoral en una linea sensible al tratamiento, asi como encontrar el
desencadenante de la resistencia observada en un modelo de CPRC.

Materiales y métodos

Lineas celulares

Para la realizacion de este estudio se han usado lineas celulares de cancer de prostata que presentan diferente
sensibilidad a los androgenos: i) LNCaP: Linea celular extraida de un paciente de 50 afios afectado por un
cancer de prostata metastisico en un ganglio linfatico que se caracterizan porque expresan el RA y
responden al tratamiento de deprivacion de androgénica. ii) 22Rv1: Linea celular que representa un modelo
de CPRC y se caracteriza por expresar la variante de splicing AR-V7. Las dos lineas celulares fueron
adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC).

Estas células se cultivaron en medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium) de Sigma-
Aldrich a 37°C y 5% de CO, y al que se le afiadi6 0,25mg/ml de penicilina, 0,25mg/ml de estreptomicina
y 2,5 mg/ml de fungizona y suero fetal bovino (FBS) a una concentracion final del 10%. Para la realizacion
de cada uno de los experimentos realizados con estas células, primero fueron sembradas en frascos de
mantenimiento y, una vez alcanzaron la confluencia, se levantaron y sembraron en distintas placas
dependiendo del experimento a realizar. Para levantarlas se uso tripsina-EDTA, encargada de romper los
puentes establecidos entre las células y el frasco de mantenimiento, y se incubé a 37°C durante 5 minutos.
Sino se realizaba ninguna siembra el medio era cambiado cada 2 dias para permitir el adecuado crecimiento
de las células y si estaban confluentes se realizaba un pase de mantenimiento.

Andlisis de la expresién génica

Extraccion de RNA

Se extrajo RNA de células tratadas con el farmaco apalutamida. La extraccion se realizo con el kit comercial
NZY total isolation RNA kit de NZYtech siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez eluido en agua
libre de RNAsas se midi6 la concentracion utilizando un Nanodrop. Las muestras se guardaron a -20°C
para su uso a corto plazo, o a -80°C para almacenarlo a largo plazo.

Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA, a partir de entre 3 y 4 ug de RNA total, se realizé con el kit comercial NZY First-
Strand cDNA Synthesis Kit de NZYtech de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Este proceso



consistio en una incubacion durnate 10 minutos a 25°C, posteriormente se incubd durante 10 minutos a
55°C para la sintesis de cDNA por la transcriptasa inversa seguido de una reaccion de 5 minutos a 85°C
para inactivar la enzima. Finalmente se afiadio 1ul de NZY RNase H y se incubé durante 20 minutos a 37°C
para eliminar el RNA de la muestra.

Cuantificacion de la expresion génica por PCR a tiempo real

La PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) permite determinar la cantidad de cDNA de una muestra
mediante una cuantificacion relativa. Para realizar esta técnica se empled un termociclador QuantStudio
Q5S. Los oligos usados para la reaccion fueron adquiridos en Sigma-Aldrich e Invitrogen y sus secuencias
se encuentran especificadas en la Tabla 1.

Primers Oligo sentido (5°-3") Oligo antisentido (3°-5")

PPIA GACCCAACACAAATGGTTC AGTCAGCAATGGTGATCTTC
TP53INP1 GTCACCTACTGAGCACCCTT AACCAGCTCTCCTCCATTGG
KLK2 GGCTCTGGACAGGTGGTAAA  GGCCCCATGATGTGATACCT
MYC GTAGTGGAAAACCAGCAGCC  CCTCCTCGTCGCAGTAGAAA
STEAP 4 ATGACAGCAAAGCCAAGCAA  GCTGCCATGAGTGATCCTTG
BAMBI ACATCTGCCAAGCCCAAACAG GAGAGAGAACATCGTGCAGC

Tabla 1.- Secuencias de los oligos usados en el estudio de la expresion en qRT-PCR.

Las reacciones de cuantificacion por PCR a tiempo real se realizaron en un volumen final de 10 pl. Cada
mezcla de reaccion contenia 2 pl de cDNA, 5 pl de 2x SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystem)
0,5ul de cada uno de los oligos especificos para cada gen, y 2l de agua. Las condiciones de reaccion fueron
las siguientes: 95 °C durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion, cada uno de ellos a 95 °C
durante 1 minuto y 60 °C durante 20 segundos y 72 °C durante 30 segundos. Las reacciones se llevaron a
cabo por triplicado en cada uno de los experimentos. Los valores obtenidos se normalizaron utilizando el
gen de expresion constitutiva PPIA. El analisis de datos se realiz6 con el programa QuantStudio Design &
Analysis Software v1.5.2.

Analisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se han utilizado los programas Microsoft Office Excel y GraphPadPrism
8.0.2. Para la comparacion de medias entre muestras independientes se utilizé la prueba de t-Student
(estadistica paramétrica).

Resultados y discusién

El objetivo principal de nuestro estudio ha consistido en validar los resultados obtenidos en el RNAseq
realizado previamente a mi incorporacion en el grupo de investigacion, con el que se compararon los
perfiles de expresion de lineas celulares de cancer de prostata tratadas con el antiandréogeno apalutamida
utilizando como control las mismas células sin tratar. Las lineas celulares que utilizamos son las células
LNCaP que representan un estadio temprano de la enfermedad, y las células 22Rv1 que representan un
modelo de CPRC. Los resultados previos obtenidos por el grupo de investigacion al que me he incorporado
confirman que las células LNCaP son sensibles a la apalutamida, disminuyendo significativamente su
viabilidad celular, mientras que las células 22Rv1 no responden al tratamiento. A pesar de estas diferencias
de sensibilidad, sorprendentemente vieron que en ambas lineas celulares el RA no se translocaba al nucleo
tras el tratamiento con la apalutamida. A raiz de estos datos decidimos profundizar en el mecanismo
molecular por el cual las células LNCaP son sensibles, asi como dilucidar el mecanismo por el que las
células 22Rv1 se vuelven resistentes. Por tanto, la validacién de los cambios observados en el RNAseq
podria ser util para determinar la existencia de un gen o grupos de genes responsables tanto de la
sensibilidad al farmaco en las células LNCaP, como de la resistencia a este en las células 22Rv1. De esta
manera, estudios futuros centrados en estos genes podrian ayudar a solventar el problema que genera la
aparicion de esta resistencia.



Analisis y seleccion de los genes diferencialmente expresados
tras el tratamiento con el antiandrogeno apalutamida.

Ante la gran cantidad de genes que modifican su expresion en ambas lineas celulares al ser tratadas con
apalutamida, lo primero que hicimos fue establecer una serie de parametros de cribado para quedarnos con
aquellos genes mas relevantes que pudieran explicar los efectos vistos con anterioridad. Los pardmetros
elegidos son el Log2FoldChange que permite cuantificar el ratio de expresion entre muestras; y el padj que
es la correccion del pvalor que se realiza en pruebas multiples, como es el caso del RNAseq, para eliminar
los falsos positivos. El valor minimo seleccionado del Log2Foldchange para aquellos cuya expresion
aumenta fue de 0,5 y para los que disminuyen su expresion de -0,5 que se corresponde con una subida del
40% y una bajada del 30% respectivamente, asegurandonos asi que los cambios de expresion son lo
suficientemente grandes para facilitar su posterior validacion; y el valor elegido por el padj fue de 0,05 para
quedarnos con los cambios de expresion significativos.

A continuacion, analizamos el nimero total de genes que se expresaban diferencialmente tanto al alza como
a la baja en cada linea celular tras el tratamiento con respecto a su control. En la Figura 1 observamos como
en las células LNCaP el nimero de genes que varian significativamente su expresion es mucho mayor en
comparacion a los que varian en las células 22Rv1. A pesar de que estos datos eran los esperados al ser las
cé¢lulas LNCaP un modelo sensible a estos tratamientos y las células 22Rv1 un modelo resistente al mismo,
se esperaba un mayor nmimero de genes diferencialmente expresados en las 22Rv1 que nos permitiera
conocer cuales podrian ser los mecanismos moleculares responsables de su resistencia. Esto podria deberse
a la existencia de un mecanismo independiente de la sefializacion de RA o que, al tratarse de un modelo de
CPRC, esta linea ya expresase genes responsables de que se genere dicha resistencia.
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Figura 1.- Nimero de genes cuya expresion aumenta o disminuye al ser tratadas con la apalutamida en
las células LNCaP y 22Rv1.

Una vez realizada la criba, seleccionamos aquellos genes cuya funcion podria ayudarnos a explicar las
diferencias de sensibilidad al tratamiento observado en ambas lineas celulares. Los genes elegidos para su
posterior validacion en las células LNCaP fueron KLK2, TP53INP1, STEAP4 y MYC. Observando la
Tabla 2, vemos que el tratamiento disminuye la expresion de KLK2, STEAP4 y MYC, mientras que en
TP53INP1 la aumenta.

Genes LNCaP KLK2 TPS53INP1 STEAP 4 MYC
Log2FoldChange -3.53 0.7 -2.91 -0.7
pvalor 5.7E-06 1.8E-06 0.0006 0.00017
padj 0.0004 0.00015 0.01 0.007

Tabla 2.- Genes seleccionados en las células LNCaP con sus respectivos valores de Log2FoldChange,
pvalor y padj.

Dado que el tratamiento con apalutamida produce una disminucién de la viabilidad celular en las células
LNCaP, cabria esperar que el papel que estos genes desempefian en la célula nos ayudase a explicar la
sensibilidad de esta linea celular al tratamiento.



En primer lugar, KLK2 (calicreina humana 2) es una serin proteasa, miembro de la familia de las calicreinas
que se expresa abundantemente en el epitelio luminal de la prostata y cuya expresion esta regulada por
androgenos mediante su union al RA, por lo que sus niveles de expresion reflejan el estado funcional y
actividad del RA [8].

KLK2 suele colocalizar y coexpresarse junto a KLK3 conocido como antigeno prostatico especifico o PSA
y al igual que este funciona como biomarcador de diagndstico para CP [9]. La diferencia que presenta
KLK2 con respecto a PSA es que sus niveles de expresion en CP son mayores en comparacion a sus niveles
en tejido prostatico normal [10]. Este hecho ha convertido a KLK2 en objeto de estudio en CP en donde se
informa que posee capacidad oncogénica al promover metastasis, invasion, crecimiento tumoral y supresion
del sistema inmune. De acuerdo con esto, la disminucion observada en LNCaP al tratar con apalutamida
segun los datos obtenidos en el RNAseq nos ayudaria a explicar la disminucion de la viabilidad de esta
linea celular.

Otro de los genes seleccionados, el que codifica para la proteina nuclear 1 inducida por la proteina tumoral
p53 o TPS3INP1, pertenece a una familia de genes compuesto por dos miembros, TPS3INP1 y TPS3INP2,
que se encuentran altamente conservados en mamiferos. Dependiendo del contexto en el que se encuentre,
TP53INP1 puede estar localizado en un compartimento subcelular diferente. En un contexto de estrés
celular, TP53INP1 se localiza en el nicleo, mientras que en un contexto de autofagia se encuentra en el
citosol, mas concretamente en el autofagososma. [11].

TP53INP1 esta descrito como un gen diana de p53, pero también se ha visto que es capaz de activar la
actividad transcripcional de p53 mostrando un bucle de retroalimentacion positiva entre ambos. Estos
hechos lo han convertido en un objeto de interés en el estudio del cancer debido a que p53 esta descrito
como un supresor tumoral por excelencia al responder a numerosas situaciones de estrés celular como el
estrés metabolico, la activacion de oncogenes, el dafio al DNA y la hipoxia [11,12].

Ademas, TP53INP1 interviene en numerosos procesos celulares tales como division celular, apoptosis,
migracion celular y adhesion. Estas funciones junto con el hecho de que numerosos estudios han
demostrado que la expresion de TPS3INP1 disminuye en diversos tipos de cancer, hacen pensar que
TP53INP1 presenta un papel como supresor de tumores. Es por eso por lo que el aumento de su expresion
al tratar las células LNCaP con apalutamida respaldaria la actividad antitumoral del tratamiento.

En cuanto a STEAP4, esta metaloproteinasa perteneciente a la familia de las STEAP (antigeno epitelial
transmembrana de la prostata), regula respuestas inflamatorias, el metabolismo de los &cidos grasos y el
metabolismo de la glucosa. Se localiza en tejido prostatico normal y se ha visto que en CP se encuentra
sobreexpresado, pareciendo desempefar un papel fundamental en la progresion de la enfermedad. [13].

El hecho de que la expresion de STEAP4 aumente en CP lo ha convertido en un objeto de estudio como
posible biomarcador de esta enfermedad, asi como posible diana terapéutica. Los valores obtenidos en el
RNAseq indican que la expresion de STEAP4 se reduce con el tratamiento. Esto, junto con el hecho de que
STEAP4 muestra un papel oncogénico, lo hace un gen interesante capaz de explicar el efecto antitumoral
de la apalutamida en LNCaP.

Por ultimo, MYC esta considerado como un oncogén que se encuentra activado en la gran mayoria de los
canceres humanos por mecanismos tanto genéticos como epigenéticos. MY C participa en una gran variedad
de programas biologicos actuando como factor de transcripcion al regular la expresion de numerosos genes
[14].

Una gran variedad de estudios demuestran que la sobreexpresion de MYC es causante de la tumorogénesis
en multiples canceres humanos al ser capaz de inducir tanto proliferacion, crecimiento y diferenciacion
celular, asi como una desregulacion del microambiente tumoral y de las respuestas inmunitarias del
paciente. Todo ello convierte a MYC en una diana interesante para combatir el crecimiento y proliferacion
tumoral en aquellos canceres en los que se comporta como oncogén [14]. En el RNAseq los niveles de
expresion de MYC disminuyen, de manera que, al tratarse de un oncogén, de nuevo los cambios en su
expresion podrian ayudar a explicar el efecto generado por este tratamiento en las células LNCaP.

Genes 22Rv1 BAMBI

Log2FoldChange 1.2
pvalor 1.6E-06

padj 0.02

Tabla 3.- Genes seleccionados en las células 22Rv1 con sus respectivos valores de Log2FoldChange,
pvalor y padj



En cuanto a las 22Rvl, se selecciond el gen BAMBI, tnico gen diferencialmente expresado que es
especifico de esta linea celular y que cumple todos los parametros antes mencionados. Los niveles de
expresion obtenidos en el RNAseq muestran un aumento tras el tratamiento con apalutamida (Tabla 3).

BAMBI es una glicoproteina transmembrana considerada como un pseudoreceptor de la via de sefializacion
de TGF-B. Estructuralmente, su dominio de unién a ligando presenta una gran similitud al del receptor 1
del factor de crecimiento transformante § (TGFBR1). Esta similitud le permite formar heterodimeros con
TGFBR1 pudiendo interferir en su via de sefializacion. Sin embargo, BAMBI carece de un dominio
intracelular con actividad quinasa y como consecuencia de ello, no se produce la fosforilacion de los
aminodcidos bloqueando la progresion de la sefial aguas abajo [15].

Ademas de este papel sobre la via TGF-f, se ha visto también su intervencion en la via de sefializacion
Wnt/B-catenina. Se ha demostrado que esta via es capaz de aumentar la expresion de BAMBI y que, ademas,
esta proteina mejora la actividad de la propia via existiendo un bucle de retroalimentacion entre ambos. Por
ello, una activacion aberrante de la via provocado por su desregulacion se relaciona con un aumento de los
niveles de expresion de BAMBI [15]. Esta demostrado que la desregulacion de la via Wnt/B-catenina esta
implicada en tumorogénesis, por ello, diversos estudios han propuesto a BAMBI como posible diana que
ejerce un papel importante en la progresion tumoral. En cancer gastrico se ha visto que los niveles de
expresion de BAMBI se encuentran aumentados y se correlacionaban con el grado del tumor, asi como un
peor prondstico [16]. Ademas, también se observd un aumento de los niveles de este gen en cancer de
ovario asociado a un comportamiento oncogénico [17].

De acuerdo con el papel oncogénico descrito por estos estudios, el aumento de expresion de esta proteina
al tratar con apalutamida podria ayudarnos a explicar el hecho de que en las 22Rv1 no se produce un
descenso en la viabilidad celular como si ocurre en las células LNCaP.

Validacion de los resultados de secuenciacién mediante RT-qgPCR.

Una vez acabado con el estudio y seleccion de los genes candidatos, procedimos a su validacion mediante
RT-qPCR, tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos para confirmar los datos de
expresion obtenidos por RNAseq. Los datos obtenidos mediante RT-qPCR validaron los cambios de
expresion para KLK2 y TP53INP1 en el caso de las células LNCaP, mientras que en las células 22Rvl,
aunque se observa un aumento de la expresion como ocurria con los datos del RNAseq, el resultado no es
estadisticamente significativo, por lo que seria necesario realizar mas experimentos (Figura 2).

Como hemos mencionado anteriormente, KLK?2 tiene un papel oncogénico que lo convierte en un marcador
tumoral de mal pronostico. Por tanto, es l6gico pensar que la disminucion de su expresion se traduzca en la
reversion de los procesos oncologicos en los que interviene, tales como migracion, invasion y crecimiento
celular. Dado que los estudios previos obtenidos por el grupo de investigacion confirmaron una disminucion
de la viabilidad celular en las células LNCaP al tratar con apalutamida, la disminuciéon de KLK2 podria
explicar este suceso. Asimismo, en otros estudios se observé que el uso de inhibidores de KLK?2 reducia el
crecimiento de los tumores en xenoinjertos de CP, apoyando lo descrito con anterioridad [18].

Ademas, al ser un gen regulado directamente por el RA, la disminucion de KLK2 concuerda con el efecto
esperado al tratar las células con apalutamida, pues al bloquear la translocacion de RA al ntcleo, se
esperaria observar una desregulacion de aquellos genes bajo su control.

Con respecto a TP53INP1 y como hemos mencionado anteriormente, este ejerce un papel de supresor
tumoral en diversos canceres. Por ejemplo, en cancer de mama se ha visto que niveles bajos de TP53INP1
se correlacionaba con un peor prondstico en pacientes con receptor de estrogenos (RE) positivos apoyando
la idea de que TP53INP1 podria prevenir el desarrollo de este cancer [19]. En cancer de pancreas también
se ha visto que los niveles de expresion de TP53INP1 se reducen drasticamente en etapas tempranas y,
ademas, observaron que al reexpresar este gen en células tumorales pancreaticas se disminuy6 su capacidad
de desarrollar tumores [20]. También se ha demostrado que en cancer de cuello uterino TP53INP1 posee
un papel de supresor de tumores al ver la relacion que presentaba con un miRNA llamado miR-155-5p que
fomentaba la progresion tumoral. En este estudio demuestra que los niveles de TPS3INP1 se asocié con
unos niveles inversamente proporcionales a los del miRNA, viendo que al sobreexpresar TP53INP1 se
revertia los efectos causados por el miRNA disminuyendo asi el desarrollo del tumor [12].

Debido a esto, el aumento en su expresion producido por el tratamiento con apalutamida en células LNCaP
también respaldaria el efecto biologico observado en dicha linea celular.

Aunque estos cambios de expresion nos ayuden a explicar el hecho de que respondan o no al tratamiento,
aun serian necesario profundizar en este estudio en el futuro para determinar cual es el mecanismo
molecular que explique el efecto antitumoral en las células LNCaP y la resistencia en las células 22Rv1.
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Figura 2.- Efecto de la apalutamida en los niveles de expresion de los genes seleccionados en las lineas
celulares LNCaP y 22Rvl1. Las células se sembraron en placas de 10 ml con medio completo y a las 24
horas las células se trataron con apalutamida a una concentracion final de SpM. Transcurridos 3 dias
desde el tratamiento se extrajo el RNA de las células tal y como se indica en el apartado de Materiales
y Métodos. Se analizd la expresion génica mediante RT-qPCR utilizando como control endégeno PPIA.
Los datos representan la cantidad relativa de RNAm usando como control las células sin tratar (100%).
Los valores representados son la media £+ SEM de 3 experimentos independientes. La significancia se
calcul6 usando una prueba t-Student (*p<0,05; ****p<0,0001 versus control).

Conclusiones

En el presente estudio hemos determinado que la distinta sensibilidad al apalutamida mostrada por nuestras
lineas celulares se refleja claramente en que la expresion génica se ve alterada con una mayor magnitud en
las células LNCaP que en las 22Rv1, donde apenas se modificaba. Ademas, hemos podido validar los
resultados obtenidos por el RNAseq de dos genes de manera significativa y la tendencia a uno de ellos.
Estudios futuros son necesarios para determinar si los cambios de expresion observados en estos genes son
causa de la distinta sensibilidad al farmaco o por el contrario son consecuencia de este. De esta manera,
podriamos estar mas cerca de determinar si algunos de estos genes son potenciales dianas terapéuticas que
nos ayuden a solventar el grave problema que supone el cancer de prostata resistente a la castracion.
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