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Resumen

El cancer de prostata (CP) es una de las neoplasias malignas con mayor incidencia a nivel mundial en la
poblacion masculina. El desarrollo normal y patolégico de la préstata esta controlado por los andrégenos y
el receptor de andrégenos, motivo por el cual los tratamientos actuales estan dirigidos a inhibir su via de
sefializacidon. Aunque en un primer momento los pacientes responden favorablemente, con el tiempo
desarrollan resistencia y alcanzan un estadio mas agresivo conocido como cancer de prostata resistente a
la castracion (CRPC). Por lo tanto, es necesario conocer los mecanismos moleculares implicados en la
adquisicion de esta resistencia para poder mejorar las terapias ya existentes y desarrollar otras nuevas.
Dado el interés que ha suscitado la proteina tirosina fosfatasa SHP-1 en el desarrollo del CP, el objetivo de
este trabajo consistié en estudiar el efecto que ejerce esta fosfatasa en la regulacion génica en dos lineas
celulares de CP que representan estadios distintos de la enfermedad. Para ello se analizaron los resultados
obtenidos en un RNAseq en el que se compararon los perfiles de expresion de estas lineas en presencia 'y
ausencia de SHP-1. Este andlisis mostré que la expresion de genes relacionados con la fosforilacion
oxidativa aumenta en la linea celular que representa el estadio CRPC y que el silenciamiento de SHP-1
produce su disminucion, lo que apuntaria al posible papel oncogénico de esta fosfatasa en el CP.
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Introduccién

El cancer de prostata (CP) constituye un grave problema en la sociedad actual debido a que es la segunda
neoplasia maligna mas cominmente diagnosticada y la quinta causa de muerte por cancer en hombres en
todo el mundo [1]. Se han identificado varios factores de riesgo que predisponen a padecer esta patologia,
entre los que destacan la edad avanzada, la etnia y los factores genéticos. También se ha especulado que el
tabaquismo, el exceso de peso corporal y algunos factores nutricionales constituyen factores de riesgo [2].

Los andrégenos, como la testosterona o la dihidrotestosterona (DHT), desempefian un papel esencial en el
desarrollo, el mantenimiento y la funcion normal de la prostata [3]. Sin embargo, también juegan un
importante papel en el desarrollo y la progresion del CP [1]. Estas hormonas ejercen su funcion a través de
su union al receptor de androgenos (AR) [4]. En ausencia de androgenos, el AR se ubica en el citoplasma
en una conformacion inactiva asociado con proteinas de choque térmico. Cuando la testosterona o la DHT
se unen a ¢él, sufre un cambio conformacional, se disocia de las proteinas de choque térmico, homodimeriza
y se transloca al nucleo, donde se une a secuencias de DNA especificas denominadas elementos de respuesta
a androgenos (ARE), los cuales se localizan en las regiones promotoras de genes asociados con la
proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis celular y el metabolismo, promoviendo su transcripcion [5].

El abordaje terapéutico del CP es complicado y varia en funcion del estadio en el que se encuentre el
paciente en el momento del diagndstico. En estadios tempranos de la enfermedad, los tratamientos
empleados suelen ser la vigilancia activa, la prostatectomia radical y la radioterapia. En cambio, en estadios
mas avanzados o metastasicos, el tratamiento por excelencia es la terapia de privacion androgénica [6]. Esta
tiene como objetivo reducir los niveles de androgenos circulantes mediante castracion quimica con
agonistas o antagonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH), con el fin de
disminuir la actividad del AR. Este tratamiento a menudo se combina con el empleo de antiandrégenos, los
cuales bloquean competitivamente la union de los androgenos al AR, impidiendo que se transloque al
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nucleo y ejerza su funciéon [4]. A pesar de la respuesta inicial favorable a la terapia de privacion
androgénica, con el paso del tiempo una parte de los pacientes desarrolla resistencia. Como consecuencia,
el cancer de prostata progresa a una etapa mas avanzada y agresiva denominada cancer de prostata resistente
a la castracion (CRPC), la cual es incurable y letal [7].

Se han descrito distintos mecanismos moleculares por los que se desarrolla resistencia a la terapia de
privacion androgénica. Entre ellos, destaca la activacion del AR por vias independientes de ligando
reguladas por factores de crecimiento y citoquinas, las cuales conducen a la activacion de proteinas tirosina
quinasas que, entre otros sustratos, van a fosforilar al AR y/o sus correguladores [8]. Por lo tanto, es muy
importante comprender la funcion y la regulacion, no solo de las proteinas tirosina quinasas que catalizan
la fosforilacién, sino también de las proteinas tirosina fosfatasas responsables de la desfosforilacion. Una
de estas proteinas tirosina fosfatasas es SHP-1, la cual contiene dos dominios SH2 que le permiten
interaccionar con proteinas que presentan residuos de tirosina fosforilados [9]. Estudios llevados a cabo en
ratones motheaten (me), que no expresan SHP-1, y ratones motheaten viable (me”), que expresan una forma
deficiente de SHP-1 con tan solo un 20% de actividad, han puesto de manifiesto que en las células
hematopoyéticas esta fosfatasa actia como un regulador negativo de multiples vias de sefializacion
implicadas en la proliferacion, la diferenciacion, la supervivencia y la apoptosis celular [10], entre las que
destacan JAK-STAT, MAPK, PI3K-Akt y NF-xB [11]. Asimismo, los bajos niveles de expresion de SHP-
1 en distintos tipos de leucemias y linfomas sugieren que esta fosfatasa actiia como un importante supresor
tumoral [12]. Sin embargo, ¢l papel de SHP-1 en las células epiteliales y su implicacion en la tumorogénesis
epitelial atin no estd claro, pudiendo actuar como un regulador positivo o un regulador negativo,
probablemente en funciéon de la molécula diana y el tipo celular [13]. La presencia de esta fosfatasa en el
CP fue descrita inicialmente por el grupo de investigacion en el que he realizado este trabajo [14].
Asimismo, se ha demostrado que esta fosfatasa es capaz de regular componentes del ciclo celular mediante
la regulacion de la via de sefalizacion PI3K-Akt, ya que, al desfosforilar la subunidad p110 de PI3K,
aumenta la actividad de Akt, lo que conduce a la fosforilacion y posterior degradacion de la proteina
inhibidora del ciclo celular p27. De esta manera, promueve la progresion del ciclo celular y, como
consecuencia, actia como un mediador positivo del desarrollo tumoral [15]. Ademas, se ha observado que
los ratones motheaten viable no presentan una prostata completamente desarrollada, lo que indica que esta
tirosina fosfatasa también desempefia un importante papel en el desarrollo normal de la préstata [10].

Teniendo en cuenta todos estos datos, el objetivo de este trabajo es llevar a cabo un analisis de los resultados
obtenidos con un RNAseq realizado en células de cancer de prostata sensibles y resistentes a la castracion,
a las cuales hemos anulado la expresion de SHP-1, con el fin de estudiar si esta fosfatasa regula la expresion
génica de forma diferencial en células cancerigenas prostaticas sensibles y resistentes a la castracion y, por
lo tanto, contribuye a la progresion de esta patologia.

Materiales y métodos

Lineas celulares

Para la realizacion de este estudio se han empleado dos lineas celulares de cancer de prostata. La primera,
LNCaP, obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC), procede de un paciente de 50 afios
afectado por un cancer de prostata metastasico en un ganglio linfatico, expresa el receptor de androgenos y
representa los estadios tempranos de la enfermedad que todavia responden al tratamiento. La segunda,
LNCaP-ABL (ABL), cedida por el Dr. Culig (Universidad de Innsbruck, Austria), procede del cultivo
sucesivo de células LNCaP en un medio desprovisto de andrégenos y, aunque sigue expresando el receptor
de andrégenos, ya no responde al tratamiento y representa el estadio CRPC de la enfermedad. Las células
se cultivaron en un medio de cultivo RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium) de Sigma-
Aldrich, suplementado con 0,25 mg/ml de penicilina, 0,25 mg/ml de estreptomicina, 2,5 mg/ml de
fungizona y 10% de suero fetal bovino (FBS). En el caso de las células ABL, el FBS fue previamente
tratado con carbdn activo para retirar los androgenos enddgenos y permitir asi su crecimiento en un medio
desprovisto de éstos. Las células se mantuvieron en condiciones de esterilidad a 37°C y atmodsfera humeda
con 5% de CO,. Una vez alcanzada la confluencia, las células se levantaron con tripsina-EDTA y se
sembraron en distintas placas y a distintas densidades dependiendo del experimento a realizar.

CRISPR/Cas9

La obtencion de clones estables con el gen de SHP-1 (PTPNG6) silenciado se llevo a cabo mediante la técnica
CRISPR/Cas9. Para ello se empleo el vector px300 (Addgene), el cual presentaba el gen para Cas9 y un
RNA guia (gRNA) quimérico con un sitio de restriccion para poder incorporar la secuencia complementaria
a aquella que se quiere silenciar. En primer lugar, se llevo a cabo la digestion del vector y, posteriormente,
su ligacion con el inserto del gRNA, el cual fue previamente disefiado y adquirido en Sigma-Aldrich. A
continuacion, se llevo a cabo la transformacion de bacterias competentes de E. coli DH5a con el plasmido.
Dichas bacterias se sembraron en placas de agar con ampicilina para poder seleccionar aquellas que
hubiesen incorporado el plasmido. Seguidamente se aisld el plasmido empleando el kit de miniprep de
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NZYTech y se transfectaron las células LNCaP y ABL mediante el reactivo Lipofectamina (Invitrogen).
Por ultimo, se seleccionaron las células transfectadas adicionando puromicina (1 pg/ml) a su medio, ya que
el plasmido contenia un gen de resistencia a dicho antibiotico.

Extraccién y cuantificacion proteica

Las células se sembraron en placas P100 a una densidad de 1.000.000 células/placa. Una vez alcanzada la
confluencia requerida, se aspir6é el medio y las células se lavaron con PBS. A continuacion, se afiadié
tamp6n de lisis (50 mM Tris-HCI1 (pH 7,5); 1 mM EDTA; 150 mM NaCl; inhibidores de proteasas
(COMPLETE) y Triton X-100 al 10%) y las células se incubaron durante 30 minutos a 4°C en rotacion.
Posteriormente, la muestra se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, recuperando el
sobrenadante con las proteinas. Finalmente, la concentracion de proteina se cuantificé mediante el método
de Bradford (Protein Assay de BioRad).

Inmunodeteccion de proteinas (Western-Blot)

Las alicuotas de 50 pg de proteina con tampén de Laemmli 5X (0,250 M Tris-HCI; 20% SDS; 40% glicerol;
20% B-mercaptoetanol; 0,008% azul de bromofenol) se sometieron a una electroforesis en geles de
poliacrilamida a una concentracién del 6%, con un potencial eléctrico de 90-120 V en tampdén de
electroforesis (25 mM Tris-HCI (pH 8,3); 192 mM Glicina y 0,1% SDS). Una vez concluida la
electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF mediante la aplicacion de un
potencial eléctrico de 100 V durante 60 minutos en tampoén de transferencia (25 mM Tris-HCI (pH 8,3);
192 mM Glicina y 20% metanol) a 4°C. Una vez finalizada la transferencia, la membrana se bloqued en
tampon TTBS (0,1 mM Tris; 1,5 mM NaCl y 0,05% Tween-20) con leche desnatada al 5% durante una
hora a temperatura ambiente. Posteriormente, la membrana se incubé con el anticuerpo primario diluido en
TTBS durante una hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C y con el anticuerpo secundario diluido
en TTBS con leche desnatada al 5% durante una hora a temperatura ambiente, realizando tres lavados de
10 minutos con TTBS después de cada incubacion. Finalmente, la membrana se incubd durante 1 minuto
en un reactivo de deteccion quimioluminiscente (Immobilon ECL Ultra Western HRP Substrate), revelando
la membrana en un Bio-Rad Chemidoc Imager.

Gen Oligo sentido (5’ — 3°) Oligo antisentido (5’ — 3°)
PPIA GACCCAACACAAATGGTTC AGTCAGCAATGGTGATCTTC
NDUFAF4 AGCACTAGTGATTCGCGGTA ACAGAGGGCTTCATCTTGCT
UQCRB ACTGGGGTTAATGCGAGATGA CAGGTCCAGTGCCCTCTTAA
COXe6C AGTTTCGTGTGGCTGATCAA CCAGCCTTCCTCATCTCCTC

Tabla 1.- Genes analizados y la secuencia de sus oligos sentido y antisentido.

Cuantificacion de la expresion génica mediante RT-gPCR

La extraccion de RNA se realizd empleando el kit comercial NZY Total RNA Isolation de NZYTech
siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial, midiendo posteriormente su concentracion en un
Nanodrop (Thermo-Fisher Scientific). Finalmente, las muestras se almacenaron a -20°C para su utilizacion
a corto plazo, o bien a -80°C para su uso a largo plazo. La sintesis de cDNA, a partir de 4 pg de RNA total,
se realizd6 empleando el kit comercial NZY First-Strand ¢DNA Synthesis de NZYTech siguiendo las
recomendaciones del proveedor. El cDNA obtenido fue almacenado a -20°C. Finalmente, se llevo a cabo
la cuantificacion de la expresion génica mediante una PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) utilizando
el kit comercial NZYSpeedy gPCR Green Master Mix (2x) de NZY Tech y los oligos correspondientes para
cada gen a analizar, cuya secuencia se especifica en la Tabla 1. Para realizar esta técnica se empled un
termociclador QuantStudio QS5 y las condiciones de reaccidon fueron las siguientes: 95°C durante 2
minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion, cada uno de ellos a 95°C durante 5 segundos y 60°C durante
30 segundos. Las reacciones se realizaron 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 realizo
con el programa QuantStudio Design & Analysis Software v1.5.2.

Resultados y discusién

Como hemos indicado anteriormente, en este trabajo nos propusimos realizar un analisis de los resultados
obtenidos en el RNAseq que se llevo a cabo previamente en el grupo de investigacion al que me he



incorporado y en el que se comparo la expresion génica de células cancerigenas prostaticas en las que se
habia mantenido y en las que se habia silenciado el gen de la proteina tirosina fosfatasa SHP-1 (PTPNG6).

Las lineas celulares utilizadas fueron LNCaP, que corresponde con la etapa sensible a la deprivacion
androgénica, y ABL, que constituye un modelo in vitro de CRPC. De esta manera seria posible analizar el
efecto del silenciamiento de SHP-1 en la expresion génica en distintas etapas del cancer de prostata. Las
lineas celulares generadas mediante la anulacion de SHP-1 son: LNCaP PX y ABL PX, que mantienen la
expresion de SHP-1 y actian como controles; y LNCaP IN y ABL IN, en las que la expresion de esta
fosfatasa se ha anulado. La eficacia del silenciamiento de SHP-1 en dichas lineas se comprobd mediante
western-blot con el objetivo de confirmar la idoneidad de los modelos para la realizacion de este estudio.
Tanto en LNCaP como en ABL se observo un descenso en los niveles de SHP-1 (Figura 1).

LNCaP ABL

PX IN PX IN

SHP-1

B-Tubulina

Figura 1.- Eficacia de la anulacion de SHP-1. Los niveles de SHP-1 se analizaron mediante western-
blot, utilizando B-tubulina como control de carga.

Para seleccionar los genes que presentaban una diferencia de expresion significativa, establecimos como
criterio de seleccion un p-valor inferior a 0,05. Con el fin de determinar los cambios que se producen a
nivel de la expresion génica durante la adquisicion de resistencia a la terapia de privacion androgénica, se
compararon los datos de expresion entre la linea celular ABL y la linea celular LNCaP. Mediante este
analisis se identificaron 10.084 genes, de los cuales 5.100 disminuyeron su expresion, y 4.984 la
aumentaron. A continuacion, con el objetivo de evaluar los cambios que se producen como consecuencia
del silenciamiento de SHP-1 en las dos lineas celulares, se compararon los resultados obtenidos entre
LNCaP IN y LNCaP PX, asi como entre ABL IN y ABL PX. En las LNCaP, el silenciamiento de SHP-1
modifico la expresion de 2.696 genes, de los cuales 1.150 disminuyeron y 1.546 aumentaron. En el caso de
las ABL, se modificaron 3.867 genes, disminuyendo 1.816 y aumentando 2.051 (Figura 2).
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Figura 2.- Numero de genes diferencialmente expresados (|log2FoldChange| > 0 y p-valor < 0,05) en
las lineas celulares LNCaP y ABL tras el silenciamiento de SHP-1, asi como en ABL en comparacion
con LNCaP.

La representacion de los datos obtenidos mediante graficos volcano permite representar la magnitud del
cambio en la expresion génica frente a la significatividad estadistica de este cambio. Como muestra la
Figura 3A, los mayores cambios de expresion y los mas estadisticamente significativos se observaron en
las células ABL respecto a las LNCaP (los valores del logoFoldChange oscilan entre -15 y +13 y los valores
del -logio(p-valor) entre 0 y 275). Por otro lado, si bien el numero de genes cuya expresion se ve modificada
tras el silenciamiento de SHP-1 es mayor en ABL que en LNCaP, la magnitud de estos cambios fue menor
en ABL, donde los valores del logoFoldChange oscilan entre -7 y +7 (Figura 3C) frente a -9 y +8 en LNCaP
(Figura 3B). En cambio, la significatividad estadistica de estos cambios parece ser superior en ABL, donde
los valores del -logo(p-valor) oscilan entre 0 y 215 (Figura 3C) frente a 0 y 59 en LNCaP (Figura 3B). Sin
embargo, este analisis puede estar sesgado porque hay dos genes cuya expresion cambia de forma muy
significativa en ABL tras la anulacion de SHP-1. De esta manera, su presencia amplia el rango de valores
del -logio(p-valor), dando la impresion de una mayor significatividad estadistica general. Si se excluyen
estos dos genes, los valores del -logjo(p-valor) en ABL son comparables a los observados en LNCaP, lo
que indica que, en conjunto, la significatividad estadistica de los cambios de expresion es similar en ambas
lineas celulares.



Estos resultados muestran que la progresion a un fenotipo resistente a la castracion conlleva una amplia
reprogramacion transcripcional. Asimismo, indican que SHP-1 regula la expresion génica tanto en las
células LNCaP como en las células ABL. Previamente se ha demostrado que SHP-1 presenta una sefial de
localizacion nuclear (NLS) en el extremo carboxilo terminal [16]. Ademads, se ha observado que en las
células epiteliales puede estar localizada tanto en el citoplasma como en el nticleo [13]. Esta localizacion
nuclear es compatible con el papel regulador de la expresion génica de SHP-1.
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Figura 3.- Graficos volcano que ilustran los cambios en la expresion génica. El eje X representa el
cambio en los niveles de expresion (logzFoldChange), mientras que el eje Y representa la
significatividad estadistica de dicho cambio (-logio(p-valor)). Los genes cuya expresion disminuye de
manera significativa se muestran en verde, los genes cuya expresion incrementa de manera significativa
en rojo y los genes cuya expresion no cambia de manera significativa en azul. (A) ABL vs LNCaP, (B)
LNCaP IN vs LNCaP PX y (C) ABL IN vs ABL PX.

Posteriormente, con el objetivo de obtener una mejor compresion de las funciones bioldgicas en las que
participan los genes diferencialmente expresados, se realizé un analisis de Ontologia Genética (GO). Para
ello, se establecié como criterio de seleccion un p-valor ajustado inferior a 0,05. Al comparar las ABL con
las LNCaP, se observo que los genes cuya expresion disminuye estan fundamentalmente relacionados con
la traduccion de proteinas. En particular, estan asociados a procesos como la iniciacion de la traduccion, la
degradacion del mRNA vy la localizacién y la translocacion de proteinas al reticulo endoplasmatico durante
la traduccion. Asimismo, se encuentran asociados a los componentes estructurales de los ribosomas
citosolicos, incluyendo la subunidad mayor y la subunidad menor, asi como a los polirribosomas (Figura
4A). Por el contrario, los genes cuya expresion aumenta estan relacionados con el metabolismo energético
mitocondrial, especialmente con la respiracion celular, la fosforilacién oxidativa, la cadena de transporte
de electrones y la sintesis de ATP. Asimismo, estan asociados a complejos proteicos localizados en la
membrana mitocondrial interna, funciones como la transferencia de electrones y el transporte de protones,
y actividades enzimaticas de tipo oxidorreductasa y NADH deshidrogenasa (Figura 4D).

Asimismo, se determind el efecto del silenciamiento de SHP-1 sobre las funciones biologicas en LNCaP y
ABL. En cuanto a la linea celular LNCaP, se apreci6 una disminucioén de genes principalmente asociados
a procesos relacionados con la traduccion de proteinas, como la iniciacion de la traduccion, la degradacion
del mRNA y la localizacion y la translocacion de proteinas al reticulo endoplasmatico durante la traduccion,
asi como los ribosomas, los polirribosomas y los granulos ribonucleoproteicos citoplasmaticos (Figura 4B).
En contraste, aument6 la expresion de genes fundamentalmente involucrados en la organizacion y el
ensamblaje de la cromatina y los nucleosomas, el ensamblaje de complejos proteina-DNA y el
empaquetamiento del DNA (Figura 4E). En cuanto a la linea celular ABL, se observo un descenso de los
genes relacionados con el metabolismo energético mitocondrial, fundamentalmente la respiracion celular,
la fosforilacion oxidativa, la cadena de transporte de electrones y la sintesis de ATP, complejos enzimaticos
localizados en la membrana mitocondrial interna, funciones de transferencia de electrones y transporte de
protones, y actividades enzimaticas de tipo oxidorreductasa, NADH deshidrogenasa y citocromo c oxidasa
(Figura 4C). Sin embargo, aumento la expresion de genes implicados en la replicacion del DNA y la



progresion del ciclo celular, especialmente en la transicion G1/S y la segregacion cromosémica, asi como
la de los genes asociados a los cromosomas condensados, el huso mitético y las horquillas de replicacion,
a la actividad helicasa, a 1a unién a la cromatina o al reconocimiento del DNA dafado (Figura 4F).

De todos los cambios observados, llama la atencion que en las células ABL se observa un aumento de la
expresion de genes relacionados con el metabolismo energético mitocondrial y que al silenciar SHP-1 se
produce una disminucion. De hecho, el incremento de la fosforilacion oxidativa en la linea celular ABL
con respecto a la linea celular LNCaP es consistente con estudios previos en los que se ha observado un
aumento de la fosforilacion oxidativa durante la progresion del cancer de prostata [17]. Las células
epiteliales prostaticas normales presentan un perfil metabdlico tnico, altamente especializado en la
produccion y secrecion de citrato al liquido prostatico. En la mayoria de las células, el piruvato generado
en la glucolisis es transportando a la mitocondria, donde se descarboxila a acetil-CoA. Posteriormente, el
acetil-CoA se condensa con oxalacetato para formar citrato, el cual ingresa en el ciclo de Krebs y se
convierte en isocitrato en una reaccion catalizada por la aconitasa mitocondrial (m-aconitasa). Sin embargo,
las células epiteliales prostaticas normales acumulan altos niveles de zinc (debido a una elevada expresion
de los transportadores ZIP1 y ZIP3), lo que lleva a la inhibicién de la m-aconitasa y, por lo tanto, la
acumulacion y la secrecion de citrato al liquido prostatico. Como resultado, estas células presentan un ciclo
de Krebs truncado y una fosforilacion oxidativa ineficiente. No obstante, durante la progresion del cancer
de prostata, las células epiteliales prostaticas sufren una reprogramacion metabdlica peculiar.
Concretamente, los niveles de zinc se reducen significativamente (debido a una expresion disminuida de
los transportados ZIP1 y ZIP3), lo que conduce a la reactivacion de la m-aconitasa, la oxidacion del citrato
a isocitrato, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa. Asi, la reprogramacion metabdlica que ocurre en
el cancer de prostata da como resultado una fosforilacion oxidativa mejorada en comparacion con el tejido
prostatico normal [17].

Asimismo, se ha observado que en aquellas células que han desarrollado resistencia a las terapias estandar
(antiandrogenos, como la enzalutamida, o quimioterapéuticos, como el docetaxel) se produce un
incremento en la expresion de genes relacionados con la fosforilacion oxidativa. Esto sugiere que la
fosforilacion oxidativa no solo es importante para el desarrollo del cancer de prostata, sino también para la
adquisicion de resistencia a farmacos [18].

Por lo tanto, el hecho de que el silenciamiento de SHP-1 en la linea celular ABL conduzca a una
disminucioén de la fosforilacion oxidativa sugiere que esta proteina tirosina fosfatasa podria desempefiar un
papel clave en la reprogramacion metabdlica que tiene lugar durante la progresion del cancer de prostata,
asi como en el desarrollo de resistencia a las terapias estandar. Por este motivo, en este estudio nos
centraremos en la fosforilacion oxidativa y en el papel que SHP-1 podria desempeiiar en la regulacion de
esta via metabodlica.

En primer lugar, se determiné el nimero de genes que codifican para las subunidades estructurales y los
factores de ensamblaje de los cinco complejos multiproteicos de la fosforilacion oxidativa que veian
incrementada su expresion en la linea celular ABL con respecto a la linea celular LNCaP y, al mismo
tiempo, veian reducida su expresion en ABL al silenciar la expresion de SHP-1. Para ello, se establecio
como criterio de seleccion un p-valor inferior a 0,05, con el fin de seleccionar inicamente aquellos genes
cuya expresion se viera modificada de manera estadisticamente significativa. Se encontraron 50 genes cuya
expresion aumentaba en las células ABL con respecto a las LNCaP, pero disminuia al anular SHP-1 (Figura
5A).

Posteriormente, con el objetivo de identificar aquellos genes que presentan los cambios de expresion mas
relevantes, se aplicaron parametros de cribado mas estrictos. En este caso, el p-valor ajustado debia ser
inferior a 0,05, mientras que el log,FoldChange debia ser inferior a -0,4 o superior a 0,4, lo que corresponde
con una disminucion del 25% y un incremento del 32% en la expresion génica, respectivamente. Una vez
establecidos estos parametros, se identificaron once genes: NDUFAF4, que codifica para un factor de
ensamblaje del complejo I; NDUFA4 y NDUFBS, que codifican para dos subunidades estructurales del
complejo I; SDHD, que codifica para una subunidad estructural del complejo II; UQCRB, que codifica para
una subunidad estructural del complejo III; COX6C, COX5B, COX7B y COX6A1, que codifican para
cuatro subunidades estructurales del complejo IV; ATPSPB y ATP5PO, que codifican para dos subunidades
estructurales del complejo V (Figura 5B-D). Estos resultados apoyan que SHP-1 desempefia un papel
esencial en la regulacion de la expresion de un gran nimero de genes asociados a la fosforilacion oxidativa
y, por lo tanto, desempefia un importante papel en la progresion del cancer de prostata.
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Ontologia Genética (GO). El eje Y representa los términos GO enriquecidos,
mientras que el eje X representa el GeneRatio (proporcion de genes asociados al término GO cuya
expresion cambia con respecto a la cantidad total de genes asociados al mismo). El tamafio de los puntos
indica la cantidad de genes asociados al término GO que presentan cambios en su expresion, mientras
que el color refleja la significatividad estadistica (p-valor ajustado). Los términos GO asociadas a genes
cuya expresion disminuye se muestran a la izquierda: (A) ABL vs LNCaP, (B) LNCaP IN vs LNCaP
PX, (C) ABL IN vs ABL PX. Los términos GO asociados a genes cuya expresion aumenta se muestran
a la derecha: (D) ABL vs LNCaP, (E) LNCaP IN vs LNCaP PX, (F) ABL IN vs ABL PX.
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Figura 5.- (A) Diagrama de Venn que muestra el nimero de genes que codifican las subunidades
estructurales y los factores de ensamblaje de los complejos multiproteicos de la fosforilacion oxidativa,
cuya expresion aumenta en la linea celular ABL con respecto a la linea celular LNCaP y disminuye en
ABL tras el silenciamiento de SHP-1. (B) Tabla que muestra los genes que presentan un
[log2FoldChange| > 0,4 y un p-valor ajustado < 0,05. (C) Mapas de calor que muestran los niveles
relativos de expresion de estos genes. (D) Tabla que muestra el logzFoldChange (log2FC) y el p-valor
ajustado (padj) de estos genes.

Finalmente, para llevar a cabo la validacion de los resultados obtenidos en el RNAseq, se seleccionaron
tres de estos genes (NDUFAF4, UQCRB y COX6C) para determianr su expresion mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). Los niveles de mRNA de estos genes aumentaron en la linea celular
ABL con respecto a la linea celular LNCaP y, al mismo tiempo, disminuyeron en ABL IN con respecto a
ABL PX (Figura 6). Por lo tanto, los resultados obtenidos mediante RT-qPCR son consistentes con los
resultados obtenidos mediante RN Aseq.
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Figura 6.- Validacion de los resultados obtenidos en el RNAseq mediante RT-qPCR. Los datos
representan el porcentaje de cantidad relativa de mRNA de los genes seleccionados en (A) ABL con
respecto a LNCaP y (B) ABL IN con respecto ABL PX.

Los cambios en la expresion de los genes relacionados con la fosforilacion oxidativa que hemos observado
en este trabajo se correlacionan, ademas, con los cambios de expresion observados en el RNAseq de dos
reguladores clave de la fosforilacion oxidativa mitocondrial: PGC-1a (coactivador del receptor gamma 1-
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alfa activado por el proliferador de peroxisomas) y ERRa (receptor relacionado con los estrogenos alfa).
De acuerdo con los resultados obtenidos en el RNAseq, la expresion de PGC-1a y ERRa incrementa
aproximadamente un 5000% y un 65%, respectivamente, en la linea celular ABL con respecto a la linea
celular LNCaP. Estos resultados son consistentes con estudios previos en los que se ha observado que PGC-
la y ERRa se sobreexpresan en el cancer de prostata [19, 20]. En cambio, al silenciar SHP-1 se observa
una disminucion de aproximadamente un 55% en la expresion de PGC-1a y de un 20% en la expresion de
ERRa en ABL. Diversos estudios han demostrado que PGC-1a forma un complejo transcripcional con
ERRu, el cual regula la transcripcion de genes mitocondriales codificados a nivel nuclear [21]. Por lo tanto,
la mayor expresion de los genes relacionados con la fosforilacion oxidativa observada en ABL en
comparacion con LNCaP, asi como su disminucion en ABL tras el silenciamiento de SHP-1, podria deberse
al incremento y a la disminucion en la expresion del complejo PGC-1a— ERRa, respectivamente. Ademas,
se ha observado que el silenciamiento de SHP-1 en células del epitelio pigmentario de la retina inhibe de
manera significativa la expresion de PGC-1a [22]. Asimismo, se ha observado que PGC-1a induce la
expresion de ERRa [23]. Estos resultados apoyan el posible papel de SHP-1 como regulador de la expresion
de PGC-1a y ERRa y, como consecuencia, de los genes asociados a la fosforilacion oxidativa.

Asimismo, se ha observado que la expresion de PDHA (subunidad alfa de la piruvato deshidrogenasa E1),
IDH3A (subunidad alfa de la isocitrato deshidrogenasa 3) y MDH2 (malato deshidrogenasa mitocondrial)
incrementa en ABL con respecto a LNCaP. Estas enzimas desempefian importantes funciones en el
metabolismo mitocondrial. La piruvato deshidrogenasa cataliza la conversion del piruvato en acetil-CoA,
el cual ingresa en el ciclo de Krebs. La isocitrato deshidrogenasa y la malato deshidrogenasa participan en
dos etapas clave del ciclo de Krebs: la descarboxilacion oxidativa del isocitrato a a-cetoglutarato,
produciendo CO, y NADH, y la conversion de malato en oxalacetato, generando NADH. El aumento en la
expresion de estos genes sugiere una mayor actividad del ciclo de Krebs, lo que potencialmente se traduce
en una mayor generacion NADH y FADH,, que impulsa la cadena de transporte electronico y, por lo tanto,
favorece la fosforilacion oxidativa. Por el contrario, en ABL IN se produce una disminucion en la expresion
de estos genes, lo que sugiere que el silenciamiento de SHP-1 no solo conduce a una menor expresion de
los complejos de la fosforilacién oxidativa, sino también a una menor actividad del ciclo de Krebs,
limitando la producciéon de NADH y FADH- necesarios para sostener la fosforilacion oxidativa. De hecho,
se ha observado que el silenciamiento de PDHA1 suprime la fosforilacién oxidativa y el crecimiento
tumoral en el cancer de prostata [18]. Ademas, se ha observado que los niveles de IDH3 A son elevados en
otros tipos de cancer, como el glioblastoma, donde su silenciamiento reduce la actividad del ciclo de Krebs
e inhibe la fosforilacion oxidativa, lo que da lugar a una disminucion de la progresion del tumor [24].
Asimismo, se ha demostrado que el silenciamiento de MDH2 inhibe la respiracion mitocondrial en células
de cancer de ovario, las cuales presentan una fuerte dependencia de la fosforilacion oxidativa [25].

Por lo tanto, el descenso en la expresion de genes relacionados con la fosforilacion oxidativa como
consecuencia del silenciamiento de SHP-1 parece indicar que esta fosfatasa desempefia un papel clave en
la reprogramacion metabolica que tiene lugar durante la progresion del cancer de prostata, mediante la cual
las células cancerigenas prostaticas adquieren una fosforilacion oxidativa mejorada. Esto apunta a un
posible papel oncogénico de SHP-1 en el cancer de prostata, el cual se ve apoyado por estudios previos en
los que se observo que el silenciamiento de SHP-1 en las células de cancer de prostata PC-3 conducia a la
parada del ciclo celular y, en consecuencia, a la inhibicion de la proliferacion celular, indicando que SHP-
1 acttia como un mediador positivo del desarrollo tumoral al promover la progresion del ciclo celular [15].

Conclusiones

En el presente estudio hemos determinado que el silenciamiento de la proteina tirosina fosfatasa SHP-1
regula la expresion de un gran numero de genes tanto en la linea celular LNCaP como en la linea celular
ABL. Ademas, se ha observado que la expresion de genes asociados a la fosforilacion oxidativa incrementa
en ABL, pero se reduce significativamente al anular la expresion de SHP-1. Estos hallazgos sugieren que
esta fosfatasa podria desempefiar un papel clave en la reprogramacion metabdlica que ocurre durante la
progresion del cancer de prostata y, en consecuencia, actuar como un potencial oncogén.
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