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NOMENCLATURA

CaP ... Cancer de Prostata
HPB....ooeee Hiperplasia prostatica benigna
RNA ...ooooieieeeen, Acido ribonucleico

AuNPs ... Nanoparticulas de oro
NML Nandémetros

INCRNA ... ARN largos no codificantes
PSA ... Antigeno Prostatico Especifico
L e, microlitros
MM, micromolar
ML mililitros

0o [T nanogramos
PCR..ccoii Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(0] 1 PR Revoluciones por minuto

AR.. oo Receptor de andrégenos



NncRNA ... RNAs no codificantes

MRNA......cccons ARN mensajero

RPS ..o Resonancia de Plasmoén Superficial
DNA ..o, Acido Desoxirribonucleico

cDNA ... DNA complementario

SERS......oi Espectroscopia Raman de superficie mejorada
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DeteccidndellncRNA PCA3 encancer de prostatapor medio de nanosistemas
acoplados FRET

Introduccién: El cancer de préstata (CaP) es el segundo cancer mas frecuente en
hombres, siendo un serio problema de salud publica a nivel mundial.Sin embargo, a pesar
de que el CaP es frecuente, debido a las limitaciones en el tamizaje inicial, su deteccion
suele ser tardia, lo que eleva su mortalidad. Para superar estas limitaciones se han
propuesto nuevos biomarcadores, el mas utilizado hasta la fecha, el antigeno prostatico
especifico (PSA), es utilizado para el tamizaje y monitoreo de pacientes con carcinoma
prostatico. Sin embargo, niveles elevados de PSA pudiesen ser no indicativos de la
enfermedad. Por otro lado, el umbral en el que un resultado es indicativo de biopsia
(diagndstico confirmatorio) aun no esta del todo claro. EL LhcRNAPCA3 se ha detectado
en muestras de orina, sangre y tejidos en el 95% de pacientes con CaP, por lo que se ha
propuesto como un biomarcador no invasivoy como auxiliar en la decisiéon de repetir
biopsia negativa en aquellos casos con sospecha de CaP, reduciendo falsos positivos y
falsos negativos. Hasta la fecha, en México existen pocos estudios al respecto.Por otro
lado, como alternativa a los métodos tradicionales por PCR en tiempo real con
retrotrascripcion (QRT-PCR) lasAuNPsposeen una versatilidad que las hace utiles en una
amplia gama de aplicaciones biomédicas.En este trabajo nos centramos en la utilidad de
las AuNPspara el diagnéstico de CaP empleando nanosistemas acoplados para la
deteccioén directa del IncRNA PCA3.0bjetivo: Por lo anterior, proponemos la deteccion
del cDNA de IncRNA PCA3 por medio de nanosistemas acoplados a sondas especificas
como una alternativa al tamizaje inicial de CaP.Métodos: Se disefiaron dos sondas
marcadas con los fluoréforos Cy3™ y TAMRA™ complementarias entre si y con el cDNA
de PCA3, con la finalidad de formar una estructura de doble cadena de 3 elementos
(ambas sondas y el cDNA de PCA3).Se utilizo la funcion Melting Curve en el equipo
StepOnePlus Real-Time PCR Systemcon un rampeo de temperatura de 95° a 25°C, con

un minuto a 60°C para la hibridacion y de 25°C a 95°C con incrementos de 0.3% para el



registro del cambio de fluorescencia por la transicion de DNA de doble cadena a cadena
sencilla. Se empleé Evagreen®para el monitoreo de la doble cadena y se registraron las
lecturas en 3 canales (EvaGreen®, Cy3™ y TAMRA™), utilizando como control negativo
la cadena complementaria al cDNA de PCA3. Posteriormente se realizaron los
mismosexperimentos empleando los dos nanosistemas de AuNPs conjugadas con las
sondas. Los datos crudos se graficaron como las derivadas de los cambios de
temperatura contra los cambios de intensidad de fluorescencia para las lecturas de
Evagreen®, Cy3™ y TAMRA™, respectivamente. Resultados: Se determind un patrén
de picos con maximos a 67.5° y 82.6° Ccon el cDNA de PCA3.Las AuNPs conjugadas con
las sondas incrementan la sensibilidad un 44 % a 82.6°C y un 107.79 % a 67.5°C,
comparando con las sondas no conjugadas. El mismo patrén se observd con Evagreen®,
confirmando la formacién de la doble cadena. Conclusién: Se demostro la capacidad de
los dos nanosistemas formados por AuNPs conjugadas con sondas para la deteccion

especifica de PCA3, un biomarcador propuesto para el diagnéstico de CaP.

Dra. C. Celia Nohemi Sanchez Dominguez
Directora de Tesis



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Cancer de Préstata

El cancer de prostata (CaP) es el segundo cancer mas frecuente en
hombres, siendo un serio problema de salud publica a nivel mundial. Tan solo en
el ano 2018 se registraron 1,276,106 casos nuevos alrededor del mundo (Figura
1), representando el 13.5% de todos los canceres en hombres (1). Se estima que
para el afio 2030 sean diagnosticados anualmente 1.7 millones de casos nuevos y
se registren alrededor de 499,000 muertes (2). En México, el panorama no es
alentador, en el aio 2018 se registraron 25,049 casos nuevos y 6,915 defunciones
(Figura 2), cifras que van en aumento (3). Sin embargo, a pesar de que el CaP es
frecuente, el curso indolente de una gran cantidad de tumores ha generado

controversia respecto a la utilidad del cribado y la deteccion temprana.
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Figura 1. Numero estimado de casos nuevos de cancer

en 2018 en todo el mundo en hombres de todas las
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Figura 2. Numero estimado de casos nuevos de cancer

en 2018 en hombres mexicanos de todas las edades®.

1.2 Métodos de Diagnostico Convencionales
1.2.1 Algoritmo convencional para el tamizaje y diagnéstico de CaP

La deteccion de CaPconsiste en la realizacidon de un examen médico y el
cuestionario de sintomas prostaticos (CSP),esto a hombres mayores de 45 afos
sin antecedentes o factores de riesgo o a hombres de 40 anos con factores de
riesgo, ademas de examenes de laboratorio como la medicion del Antigeno
Prostatico Especifico (PSA), Examen General de Orina (EGO) y el examen digital
rectal (DRE),segun las pautas del Diario Oficial de la Federacion (4). Una vez se
tenga la sospecha de CaP, el paciente es referido al urdlogo, para la atencion
medica oportuna, diagndstico y tratamiento (figura 3). La concentracion de PSA es
un parametro continuo, sin embargo, no hay valor umbral o limite aceptado de
forma universal. Si el valor es mayor a 4 ng/mLy durante el DRE se detectan
induraciones y un volumen prostatico mayor a lo habitual se procede a realizar una
biopsia transrectal para el diagnostico confirmatorio.Es importante que sea tomado
en cuenta que el PSA es especifico de 6rgano, pero no especifico de enfermedad,
por lo que valores por encima de 4 ng/mL pueden ser atribuidos a hiperplasia

prostatica benigna (HPB) o inflamacion prostatica (5).
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1.2.2 Utilidad del Antigeno Prostéatico Especifico (PSA) para el tamizaje de
CaP

El PSA es una proteasa de serina miembro de la familia de la calicreina 3-
peptidasa (KLK3) producida por las células epiteliales prostaticas (6). Su principal
funcion es hidrolizar las proteinas de alto peso molecular producidas por las
vesiculas seminales, permitiendo asi la liberacion de espermatozoides del coagulo
(7). Su cuantificacion es utilizada para el diagnéstico y la deteccion de pacientes
con carcinoma prostatico, siendo el primer biomarcador tumoral aprobado por la
Food and DrugAdministration (FDA) (8). Los hombres con enfermedades
prostaticas, incluido el adenocarcinoma de préstata, pueden tener niveles
elevados de PSA en suero debido a una mayor produccion de PSA, asi como a
distorsiones arquitectdnicas en la glandula que permiten un mayor acceso de PSA
a la circulacién (9). Sin embargo, la biopsia de prostata, la prostatectomia
transuretral, la retencion urinaria aguda y la prostatitis aguda pueden elevar los
niveles de PSA, disminuyendo asi su especificidad. Por lo que, en este sentido,
muchos resultados por encima de los valores normales (Tabla 1) pudiesen ser no

indicativos de la enfermedad (falsos positivos).

Tabla 1. Valores normales de PSA de acuerdo con diferentes grupos de

edad.?
Grupo de edad (afios) Valores normales PSA (ng/mL)
30-49 0.6-0.78
50-59 0.7-1.23
60-64 1.2
65-69 1.43

Ademas, se ha debatido si las variaciones entre kits para la detecciéon de

PSA son clinicamente significativas.



A pesar de que la biopsia prostatica es considerada el estandar de oro para
la deteccion de CaP, ésta se realiza cuando los resultados de PSA (> 4.0 ng/mL) o
el examen digital rectal (DRE) suscitan preocupacion por parte del clinico, por lo
que niveles elevados de PSA (falsos positivos) conducen al sobrediagnostico y a

la realizacion de biopsias innecesarias.

El umbral en el queun resultado de PSA es indicativo de biopsia aun no
estd del todo claro (9). En un estudio publicado por Gann y colaboradores se
evaluo la relacidn entre los niveles de PSA en suero y el posterior diagnostico de
CaP. Se encontro que el valor de corte de 4.0 ng/mL de PSA obtuvo un 46% de
sensibilidad con respecto a la identificacion de casos de CaP que ocurririan en los
préximos 10 afos. La especificidad obtenida fue del 91% en esta poblacién (con
una media de edad de 63 afos), sin embargo, esta varia segun la edad de los
sujetos en estudio y de la probabilidad subyacente de HPB, obteniéndose valores
de especificidad de tan solo el 54% en hombres mayores con HPB (10). Ademas,
los valores de PSA no distinguen entre pacientes con CaP clinicamente
significativo con necesidad de tratamiento, de aquellos con necesidad de vigilancia
activa (11) y, a pesar de que la determinacién de PSA ha disminuido la mortalidad

del CaP, ha aumentado el costo por el sobrediagnostico (12).

En un principio se pensaba que PSA era producida exclusivamente en la
préstata. Sin embargo, estudios demuestran que esta proteina se expresa en
multiples tejidos no prostaticos (13). Diversos estudios informan que en mujeres la
expresion de esta proteina esta altamente relacionada con varios tipos de cancer,
incluido el cancer de mama (14), sin embargo, otros estudios han demostrado
niveles de PSA detectables en suero en mujeres sin enfermedad mamaria o con
enfermedades mamarias benignas (tumores benignos, mastalgia, entre otras) (15).
El papel fisiologico de PSA en los tejidos no prostaticos sigue siendo desconocido,
pero se cree que pudiese estar involucrado en la regulacion de factores de

crecimiento (16).



A pesar de que el cancer de préstata es una enfermedad grave, la mayoria
de los hombres diagnosticados en etapas tempranas sobrevive a la enfermedad.
Datos de la American CancerSociety sugieren que mas de 3.1 millones de
hombres estadounidenses diagnosticados con cancer de prostata en estadio

temprano siguen con vida hasta el dia de hoy.

1.2.3 Diagnéstico confirmatorio de CaP

La biopsia transrectal es estandar de oro para la confirmacion de CaP (17).
Esta procede si existen valores de PSA por encima del valor de corte (4 ng/mL)y
si en el DRE se palpa rigidez prostatica, ya que podria ser indicativo de la

presencia de un tumor (18).

El diagnosticose lleva a cabo mediante el examen de la arquitectura
glandular de la muestra.Cuando se manifiesta el cancer, las células epiteliales se
replican de manera incontrolada, lo que interrumpe la disposicion regular de las

glandulas (Figura 4).

Por otro lado, la agresividad del cancer se determina a través de una
clasificacion histologica. Esta es una herramienta valiosa para los médicos debido
a que ayuda a identificar la extension de la enfermedad, se puede correlacionar
con la supervivencia del paciente y ayuda a determinar opciones terapéuticas
adecuadas (19). El método mas comun para realizar la clasificacidn histolégica del
tejido prostatico es el sistema de clasificacidon de Gleason (20). En este sistema
(Figura 5), el tejido se clasifica en cinco grados, numerados del 1 al 5. El grado
aumenta conforme aumentael nivel de malignidad y, por lo tanto, la agresividad del
cancer. El grado Gleason caracteriza la diferenciacion tumoral, es decir, el grado
de semejanza del tejido tumoral con el tejido sano. Al final, el patdlogo otorga una
puntuacion,la cual representa la suma de los grados mas predominantes

presentes en la seccion del tejido analizado, los cuales van de <6 correspondiente



a cancer bien diferenciado o de bajo grado a 10, un cancer poco diferenciado o de

alto grado y mal prondéstico.

=\, epithelial
cells

H
(c)

Figura. 4 Biopsia de proéstata tefiida con H y E, podemos
observar los diferentes grados de diferenciacion. a) Normal,
b) grado 2 (bien diferenciado) y ¢) cancer grado 5 (poco

diferenciado). Se observa como el estroma practicamente
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desaparece.

Las muestras se obtienen perforando toda la superficie de la glandula
prostatica, intentando obtener muestras de la zona periférica (el 75% de los
adenocarcinomas dependen de esta area). Se obtienen de manera convencional
un total de 12 fragmentos, seis de cada Iébulo (21). Aunado a lo invasivo que
resulta ser el procedimiento antes descrito, se presentan riesgos asociados, los
cuales son principalmente: sangrado (sangrado rectal, hematospermia vy
hematuria) yfiebre (infecciones del tracto urinario, sepsis). Estos sintomas se
presentan en aproximadamente 2% al 20% delos procedimientos en todo el
mundo(22). Por otro lado, la histologia convencional y la clasificacion de Gleason
en el diagnostico de cancer, descrita anteriormente, es propensa a la subjetividad

y a una limitada reproducibilidad debido a su gran dependencia a la interpretacion



humana, que por supuesto, esta propensa a errores, omitiendo del 21% al 28% de

los casos de cancer de prostata (23).

Debido a todos los inconvenientes presentados anteriormente y a que una
de las causas de la alta mortalidad del CaP es el diagnostico en estadio avanzado,
grupos de investigacion han centrado sus esfuerzos en la busqueda de
biomarcadores con alta sensibilidad y especificidad que permitan el abordaje

preciso de la enfermedad.

Figurab. Diagrama de clasificaciéon de Gleason.”’

1.3 Nuevos Métodos de Diagndstico

Debido a la baja sensibilidad y especificidad de los métodos de diagndstico
convencionales y de los riesgos inherentes de los mismos, existe la necesidad de
desarrollar biomarcadores mas especificos que permitan el abordaje oportuno de
la enfermedad. En la actualidad se han centrado los esfuerzos en la deteccion,
mejoramiento y validacion de marcadores moleculares basados en muestras de

sangre/orina en lugar de muestras de tejido, las cuales se han denominado



biopsias liquidas. Estas biopsias liquidas abordan dos inconvenientes que se

presentan en las biopsias de tejido convencionales: 1) lo invasivo que resulta ser

este procedimiento y 2) la heterogeneidad tumoral que dificulta la interpretacion de

los resultados (24). Pautas de la National Comprehensive Cancer Network

(NCCN) de 2018, sugieren el uso de biomarcadores y de la resonancia magnética

multiparamétrica antes de realizar una biopsia, disminuyendo de un 20 al 30% las

biopsias innecesarias (25). Los biomarcadores de sangre u orina (Tabla 2)

propuestoscomo una alternativa a la biopsia inmediata puede mejorar la

especificidad, sin embargo, poco se han estudiado en la poblacion mexicana.

Tabla 2. Biomarcadores propuestos como alternativas a la biopsia

Prueba

PHI

4Kscore

ExoDx Prostate

Michigan Prostate Score

SelectMDx
ConfirmMDx

inmediata. %2

Suero

Suero

QOrina

Orina

QOrina

Tejido

Componentes

PSA, fPSA, proPSA.
PSA, fPSA, PSA intacto,
calicreina humana 2.
Factor de transcripcion
ETS, ERG, PCA3.
PCA3, PSA,
TMPSS2:ERG.

mRNA DLX1, HOXCS6.
Metilacion del DNA
GSTP1, APC, RASSF1.

PSA: Antigeno Prostatico Especifico., fPSA: PSA libre., TMPSS2:ERG: gen de fusion., DLX1:
Distal-Less Homeobox 1., HOXC6: Homeobox C6., GSTP1: glutatiéon S-transferasa p1., APC:

Adenomatous polyposis coli., RASSF1: Ras Association Domain Family Member 1.

Se ha demostrado que los fluidos prostaticos son una fuente de sustancias

derivadas de células de cancer de prostata, las cuales se exudan en la orina



después de un DRE, algunas de ellas pueden ser detectadas en orina incluso sin
la manipulacién de la prostata mediante ensayos altamente sensibles (26).

Biomarcadores candidatos tales como células de cancer de préstata, proteinas,
exosomas, acidos nucleicos (DNA, RNA) y moléculas pequenas, pueden ser

detectados en orina (22).

1.3.1 RNAs largos no codificantes

Desde que se propuso el dogma central de la biologia molecular en 1961, el
ARN fue considerado como un intermediario entre el ADN vy las proteinas. El
dogma central de la biologia molecular nos ha proporcionado un marco
simplificado de como la informacidn genética se traduce en una gran diversidad de
procesos bioldgicos. Posterior a esto, se descubre que los mRNAs son tan solo
una pequenfa fraccion de la poblacion total de ARN, entre los cuales también
destacan los ARN no codificantes (ncRNA). Estos, a pesar de no codificar
proteinas tienen funciones estructurales, cataliticas y reguladoras (27). Segun su
expresion y funcionse puede clasificar en grupos que incluyen ncRNA de
mantenimiento (ARN ribosémico, ARN de transferencia, ARN nuclear pequeno y
ARN nucleolar pequefo), reguladores y varios tipos de ncRNAno caracterizados
adecuadamente. Conforme su tamafo, los ncRNA reguladores pueden
clasificarsecomo pequefios (18-200 pb, por ejemplo, miRNA, siRNA y piRNA) y
largos (IncRNA> 200 pb) (28).

De acuerdo con los datos obtenidos de ENCODE (encyclopediaof DNA
elements), en el 2012 se encontraron alrededor de 9,640 loci de IncRNA en el
genoma humano (29), numero que continua al alza. Estudios demuestran que los
IncRNA estan involucrados en la organizaciéon de la cromatina, regulandola de
manera tanto transcripcional como postranscripcional (30), estoha revolucionado
nuestra comprension de la arquitectura, actividad y regulaciéon del genoma
eucariota. Diversos estudios han demostrado la importancia de los IncRNA como

moduladores de procesos celulares clave no solo en la fisiologia normalsino
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también en enfermedades como el cancer, incluido el CaP (Tabla 3) (31). Los
IncRNA expresados de manera aberrante pueden ser indicativos de ciertas etapas
en la progresion del cancer (32). Por lo tanto,tienen el potencial de ser aplicables
para el diagnéstico de cancer de prostata, ademas de ser criterios potenciales en
la eleccion de la terapia y posibles nuevos blancos terapéuticos (31). A pesar de
que actualmente hay una gran cantidad de IncRNA implicados en el CaP(Tabla 3),

en este trabajo nos enfocaremos en PCAS.

LncRNA Expresion en CaP Implicaciones en CaP
PCA3 Biomarcador involucrado en la sefializacion AR,
T el crecimiento celular y la viabilidad. Regula la

expresion de genes importantes relacionados

con el cancer.
SChLAP1 A Su sobreexpresidn se asocia con riesgo de
recurrencia bioquimica, progresion clinica,
metastasis y mortalidad especifica por CaP.
SPRY4-IT1 A Su knockdown con siRNA inhibe la proliferacion
e invasion celular y aumenta la apoptosis.
MALAT1 A Su sobreexpresion es considerada como un
indicador de mal prondéstico. Se une a EZH2

para mejorar la migracion y la invasion.

TRPM2-AS A Su sobreexpresiébn se asocia con un mal
prondstico.
NEAT1 A Altera el estado epigenético de genes diana para

impulsar el crecimiento oncogénico.

PCGEM1 A Relacionado al AR. Promueve la proliferacion
celular.

PCAT1 A Promueve la proliferacién celular y reprime a
BRCA2.

PCATG6 A Predictvo de  progresion  tumoral  por

sefalizacion con AR.

PCATY 'y Sobreexpresion en CaP primario y metastasico.

Su knockdow con siRNA reduce el crecimiento

celular.

11



PCAT18

PRNCR1

CTBP1-AS

HOTAIR

SOCS2-AS1

POTEF-AS1

GASS5

H19

PCAT29

Predictvo de  progresion  tumoral  por
sefalizacion AR.

Asociado con la susceptibilidad al CaP.Podria
estar involucrado en la carcinogénesis de
préstata mediante el AR.

Promueve el crecimiento de CRPC mediante la
regulacién epigenética de genes asociados
acancer.

Se une al AR para evitar su degradacion. Su
sobreexpresion aumenta el crecimiento celular y
la invasion.

Promueve la proliferacion celular, la migracion e
inhibe la apoptosis.

Promueve la proliferacion celular e inhibe la
apoptosis.

Supresor de tumor. Reprime la accion del AR y
promueve la apoptosis.

Reprime la migracién celular

La baja expresion de PCAT29 se correlacion6
con malos resultados pronosticos. La
sobreexpresion suprime el crecimiento celular y

la metastasis

AR: receptor de androégenos, CRPC: cancer de prostata resistente a castracion.
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1.3.2 PCA3

PCA3, conocido originalmente como DD3 (differentialdisplay clone 3), fue
descrito por primera vez en 1999 por Bussemakers et al. (33) como un gen
expresado especificamente en CaP. En ese estudio se analizaron sujetos con
préstata normal, HPB y CaP y se compard su patron de expresion de ARNm. Se
demostré que su expresion era 10-100 veces mayor en mas del 95% de los
tumores de prostata en comparacion a tejidos adyacentes no neoplasicosen 53 de
56 pacientes tratados con prostatectomia radical. De acuerdo con este estudio los
tumores indiferenciados expresan mas PCA3. El estudio también indicé que la
expresion de PCA3 es caracteristica del tejido prostatico, ya queno se expreso en

los 18 diferentes tejidos estudiados.

El gen de PCA3 se encuentra en el cromosoma 9g21-22, la estructura
clasica del gen consta de cuatro exones, sin embargo, se sabe que es mas

compleja y que incluye exones adicionales (Figura 6) (31).

El transcrito mas comun contiene los exones 1, 3, 4a y 4b. El ARNm de
PCA3 contiene una alta densidad de codones de paro lo que lo lleva a ser un
ncRNA, cuya funcién biolégica aun no se conoce por completo. Datos recientes
sugieren que PCAS3 esta involucrado en el control de la supervivencia en células
de cancer de prostata, en parte al modular la actividad transcripcional de los genes
diana del receptor de andrégenos (Figura 7) (35). EI gen de PCA3 se encuentra
entre los exones 7 y 8 del gen PRUNE2 en direccion antisentido (figura 6), y

participa a su vez en su regulacion (figura 7).

Elknockdownen PCA3 inhibe la senalizacion del AR, el crecimiento celular y la
viabilidad, lo que sugiere que la sobreexpresion de PCA3 puede modular la
sefnalizacion del AR en las células tumorales. Asi mismo, conduce a la regulacion
positiva parcial de los marcadores epiteliales como E-cadherina, claudina-3 y

citoqueratina-18, y la regulaciéon negativa del marcador mesenquimatoso
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vimentina(36). PCA3 también regula la expresion de dgenes importantes
relacionados con el cancer, los cuales estan involucrados en apoptosis,

angiogénesis, transduccion de sefal y adhesién celular (31).
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(D) Transcritos de PCA3 Nuevos transcritos identificados.

PCA3=3

— Isoforma clasica (exones 1,2¢,3 y 4)
Figura6. Localizacién, estructura y transcritos de PCA3.(A) El gen PCA3 se localiza en el
cromosoma 9qg21-22. (B) Estructura clasica de PCA3 que contiene 4 exones. (C) Estructura
actualizada de PCA3 que presenta una unidad transcripcional mas compleja, que incluye
exones adicionales. En esta descripcion, se encontré que el exén 1 era 1150 pb mas largo,
comprendiendo 1270 pb. Se describieron tres exones con empalme alternativo en el exén 2
(2a, 2b y 2c) y se observaron cuatro sitios de poliadenilacién adicionales en el exén 4, lo que

eleva el numero total de sitios de poliadenilacién a siete. (D) Transcritos de PCA3.”

La expresion de PCA3 ha mostrado aplicaciones prometedoras para el
diagnostico de CaP en muestras de orina después de un intenso masaje
prostatico, asi como en muestras de sangre y tejidos.La regulacién positiva de la
expresion de PCAS3 en los tejidos de CaP parece ser un evento temprano en el
desarrollo del cancer, ya que su expresion se ha observado en tumores bien

diferenciados, moderadamente diferenciados y poco diferenciados (37), por lo que
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podria ser utilizado como un biomarcador para la deteccion temprana y progresion

tumoral, por lo que se podria reducir la realizacion de biopsias innecesarias.
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Figura7. Modulacién de genes del AR por PCA3.Los transcritos de PCA3 localizados
tanto en nucleo como en citoplasma estan regulados por la senalizacion de andrégenos. El
andrégeno o la dihidrotestosterona (DHT) se una al AR promoviendo su fosforilacion, lo
que conduce a su dimerizacioén y translocacion al nucleo. ElI AR fosforilado se une a las
regiones promotoras de los genes diana lo que conduce a la activacién de su expresion,
incluido PCA3 el cual modula la expresién de genes clave relacionados con el cancer,
incluido PRUNE2. La unién de PCA3 al pre-mRNA de PRUNE2 forma un complejo
bicatenario el cual se una a las proteinas ADAR, lo que regula los niveles tanto de PCA3
como de PRUNE2. Ademas, PCA3 modula negativamente a PRUNEZ2 vy viceversa. A su
vez, PCA3 puede modular a miRNA, como lo son miRNA-1261 y miR-218-5p mediante

. 34
complementariedad de bases.
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1.3.2.1 PCA3 en el diagnoéstico de CaP

La necesidad de pruebas de diagnostico en CaP con una mayor
especificidad y sensibilidad sigue siendo un reto. Como un ARNm especifico de la
préstata que se sobreexpresa en las células de CaP, PCA3 es un objetivo ideal y

su deteccion en fluidos bioldgicos es atractiva debido a su alta especificidad.

Se han desarrollado diversas metodologias para la medicion de PCA3 en
orina, sangre periférica y tejido prostatico obtenido mediante biopsias. Sin
embargo, hasta la fecha, la prueba Progensa™para la deteccion de PCA3 en
orina, es la unica aprobada por la FDA (2012). Esta prueba tiene la finalidad de
mejorar la seleccion de pacientes con riesgo de una biopsia positiva y, a su vez,
brindar datos de prondstico, diferenciando entre canceres significativos de

aquellos de bajo riesgo, evitando asi el sobretratamiento y sobrebiopsiado (38).

El diagnéstico de Progensa se basa en la amplificacidn mediada por transcripcion
(TMA) para determinar el score de PCA3 mediante la medicion de su ARNm en
orina después del DRE. Para una medicion precisa se hace uso de un factor de
normalizacion y dado que se ha demostrado que la calicreina 3 peptidasa (KLK3),
gen que codifica a PSA, tiene una regulacion positiva en CaP se selecciona como
factor de normalizacién (38). Por lo tanto, el método mide los ARNm de PCA3 y
PSA (copias/mL), este ultimo cuya funcidon es de gen constitutivo, normaliza
numéricamente PCA3 para producir una proporcion de ambos ARNm,

denominado score de PCA3:

de PCA3 = Nuamero de copias de PCA3 1000
score ae ~ Ntimero de copias de PSA x

Sin embargo, esta prueba solo se encuentra disponible en la Unién
Europea, Canada y Estados Unidos. El analisis de costo-efectividad en

Latinoamérica indicé que su uso no es factible (39), por lo que su utilizacién en
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paises en vias de desarrollo resulta controversial. Ademas, el umbral para el score
de PCAS3 debe ser debatido para establecer una guia para su aplicacion clinica ya
que hay discordancia con lo reportado por diversos autores, asi como la influencia

de la etnia para la toma de decisiones en biopsias repetidas.

En México, el Instituto Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN)
desarrollé una prueba para la deteccion de PCA3 en orina basada gqRT-PCR para
la obtencién de ADNc de PCAS3. A pesar de que fue posible detectar a PCA3 en
orina, no se obtuvieron rangos esperados de amplificacién esperados para la q-
PCR (40).

A pesar de que la deteccion de PCA3 mediante q-PCR es posible y ha
demostrado su aplicabilidad, este método presenta varias desventajas: la
necesidad de personal altamente capacitado y de equipos especializados, tiempo
alto de espera, asi como la necesidad de utilizar transcriptasa reversa, que en
conjunto hacen que la prueba sea costosa para aplicarse en el tamiz de
CaP.Finalmente, se necesitan pruebas para tamizaje inicial mas simples,con un
enfoque robusto y reproducible que pueda implementarse facilmente en un
laboratorio clinico. Es aqui donde la nanotecnologia luce como una herramienta

prometedora.

1.4 La Nanotecnologiaaplicada a diagnoéstico y tratamiento en medicina

La deteccion temprana de biomarcadores circulantes (CB) en fluidos
corporales accesibles como la sangre o la orina tiene el potencial de mejorar la
supervivencia de pacientes con cancer.Los cuatro CB mas comunes con excelente
potencial diagnostico, pronostico y terapéutico son las CTCs, acidos nucleicos
especificos de tumor circulante (ctDNA, ctRNA, miRNAs, IncRNA), vesiculas
extracelulares(exosomas, cuerpos apoptoticos, etc.) y autoanticuerpos (41). Para
capturar estos CB en muestras clinicas, los médicos pueden realizar una 'biopsia
liquida'.Esta es una herramienta de diagndstico prometedora no invasiva o

minimamente invasiva para el diagnostico oportuno de cancer.Un requisito previo
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fundamental en el desarrollo de diagndsticos basados en CB es la capacidad de
medirlos en fluidos corporales (suero, plasma, etc.) con la precision y sensibilidad
adecuadas, lo que ha llevado al desarrollo de plataformas simples e innovadoras

para su medicion.

La nanotecnologia tiene una gran variedad de aplicaciones, incluyendo
diagnodstico y tratamiento en el campo de la Nanomedicina. Por ejemplo, el
diagnostico molecularmediante el uso de sustancias a nanoescala, (nanoparticulas
de oro, puntos cuanticos y otros nanomateriales)puede proporcionar pistas claras
para el diagnéstico del cancer. El diagndstico molecular asistido por
nanotecnologia ha mejorado la deteccidon de biomarcadores aumentando su
sensibilidady realizando el andlisis en pocos minutos (42).La deteccién y
cuantificacion de acidos nucleicos especificos de tumor se basa en un evento de
reconocimiento molecular, tipicamente la hibridacion de una cadena (MiRNA,
IncRNA, etc.) con una sonda de acido nucleico (o0 un analogo sintético) a través
del emparejamiento de bases Watson-Crick, que se acopla a un mecanismo de
transduccion que da como resultado una senal medible. La principal diferencia
entre los métodos convencionales y basados en nanotecnologia radica en el
mecanismo de transduccion, por lo que las propiedades fisicoquimicas peculiares
de los materiales nanoestructurados son esenciales para mejorar la lectura de la
sefal (43).

1.4.1 Nanoparticulas de oro(AuNP)

Las nanoparticulas (NPs) tienen excelentes propiedades oOpticas que los
hacen ideales para el desarrollo de estrategias de deteccion, un ejemplo de esto
son las NPs de oro (AuNP).

Las AuNP han sido ampliamente utilizadas debido a sus propiedades
unicas, una de ellas es la facilidad de funcionalizar su superficie. Esta propiedad
de lasAuNPnos brinda una plataforma versatil para ensamblajes nanobiologicos

con oligonucleodtidos, anticuerpos, y proteinas (44). Los bioconjugados de AuNP
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también se han convertido en candidatos prometedores en el disefio de nuevos
biomateriales para la investigacion de sistemas bioldgicos (45).
La versatilidad de las AuNPs las ha hecho utiles en una amplia gama de

aplicaciones (Figura 8) tales como:

1) Diagndstico: su union con los analitos puede alterar algunas de las
propiedades fisicoquimicas de AuNP, lo que conduce a sefales
detectables.

2) Plataformas para la liberacidén controlada de farmacos.

3) Imagenologia.

4) Terapia fototérmica.

Entre otras. En este trabajo nos centraremos en la utilidad de las AuNP en el

diagndstico.

Entrega de
farmacos

Deteccion

Imagen

Figura8. Aplicacion de las AuNP en la bionanotecnologl’a.44
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Las AuNP esféricas poseen propiedades optoelectrénicas relacionadas con
su tamano y forma (46), una gran relacion superficie-volumen, excelente

biocompatibilidad y baja toxicidad. Todas estas propiedades las hacen un

candidato importante en la Biomedicina. L

Las AuNPsexhiben rangos de colores en solucién acuosa a medida que el
tamano del nucleo aumenta de 1 a 100 nm (marrén, naranja, rojo y morado),
mostrando un pico de absorcion entre los 500 y 550 nm (47). Esta banda de
absorcion surge de la oscilacién colectiva de los electrones de conduccién debido
a la excitacion resonante de los fotones incidentes (Figura 9), lo que se denomina
‘banda de plasmon superficial’(48). Este fendmeno estd influenciado por el
tamano, la forma, el solvente, el ligando desuperficie, la carga del nucleo, la

temperatura e incluso es sensible a la proximidad de otras NPs (49).

ho Campo electromagnético

A

Nube de electrones

Figura 9. Representacion esquematica de la oscilacion de electrones de conduccion a

e ] . . 44
través de la AuNP en el campo electromagnético de la luz incidente.

La capacidad de las AuNP de actuar como desactivador de la fluorescencia
en los fluoréforos proximales esta dada por la via de desactivacion basada en la
buena superposicién entre el espectro de emision de fluoroforos excitados y la

banda de plasmoén superficial de lasAuNP (50).

Sus propiedades fisicas mas destacables incluyen la resonancia del

plasmén de la superficie (RPS), fendmeno unico presente en nanoparticulas de
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metales nobles o plasmoénicas, generando fuertes campos electromagnéticos que,
en consecuencia, mejora propiedades radiativas como absorcion y dispersion; y su
capacidad de actuar como desactivador (quenching) de la fluorescencia. Entre sus
propiedades fisicas la RPSy el alto coeficiente de absorcidn de rayos X, son

utilizados ampliamente en el diagnostico y tratamiento de tumores (51).

La RPS de las AuNPs puede conducir a la espectroscopia de Raman de
superficie mejorada (SERS), fluorescencia amplificada por superficie (SEF) y
respuestas colorimétricas (52). Estas cualidades han permitido su aplicacién para

la deteccidn no invasiva in vivo, in situe in vitro.

Cuando la RPS ocurre en escalas nanométricas se produce un plasmon de
superficie localizado (LSPR) (53). Con esto, las AuNPspresentan dos efectos
importantes: mejoras en el campo electromagnético local y un coeficiente de
extincion. Estos campos electromagnéticos pueden amplificarse en varios ordenes
de magnitud, esta mejoria ocurre en areas de curvatura local o hot spots (54), lo
que permite la mejora de senales espectrales de sustancias cercanas a la

superficie, amplificando la sefal hasta 1000 veces (55).
Se han utilizado las AuNPs para la deteccion de mRNA intracelular en

células de cancer(56), asi como para el reconocimiento de células cancerosas en

cancer de pulmon (57), leucemia linfocitica (58) y linfoma de Burkitt (59).
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1.6 Antecedentes del grupo de trabajo

En el 2014 se inicié la linea de nanomedicina en el Departamento de
Bioquimica y Medicina Molecular de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn en
conjunto con el Centro de Investigacion en Materiales Avanzados (CIMAV) (60),y
posteriormente con la Universidad Autonoma de Ciudad Juarez (UACJ) (61). A
partir de esto se generaron tres tesis que fungen como antecedentes directos del

presente trabajo (62,63).

Se disenaron, sintetizaron y caracterizaron tres diferentes nanosistemas (M-
PEG/Tween 80, M-CS/Tween 80, M-PEI). Se observd que el sistema MNPs-PEI
presentaba las caracteristicas requeridas para considerarse como vehiculo para la
administracion de terapia dirigida contra HER2 y se logr6 optimizar la
funcionalizacién de las nanoparticulas M-PEI con pTracer/sTRAIL, un aptamero
contra HER2, como posible terapia inductora de apoptosis contra cancer de mama
HER2+.

Por otro lado, se logré estandarizar una bateria de pruebas para evaluar la
biocompatibilidad de nanosistemas, con lo que nos aseguramos de que la

seguridad al utilizar el nanosistema evaluado.

En otro trabajo, se planted la construccion de un nanosistema que combine
tres elementos:plasmido recombinante inductor de muerte celular (pTracer-
TRAIL), AuNP recubiertas de PEI, una capa de una nanocomposito compuesto de
PEIl modificado con goma de mezquite (64) y aptameros especificos contra los
receptores HER2 con el fin de utilizarlo para generar apoptosis exclusivamente en

células cancerosas de mama que sobreexpresen HER2.

Como antecedente directo de trabajo tenemos la tesis de maestria de Aaron
Benites en la cual se cuantifico IncRNAPCA3 por medio de gPCR, y se demostro
la expresion del IncRNA PCA3 y PSA en muestras de tejidos de cancer de

prostata, mientras que la expresion de ambos no fue detectada en pacientes con
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hiperplasia prostatica benigna. Por lo que se comprobé que PCA3 es un
biomarcador que se expresa en tejidos de cancer de prdstata de pacientes del

noreste de México.

Es importante destacar que el grupo de trabajo cuenta con un
proyectoCONACYT aprobado; de la Convocatoria-2018-1 (Clave FSSEP02-C-
2018-1) del FOSEC SEP-INVESTIGACION BASICA.EI titulo del proyecto es
“Desarrollo de nanomateriales poliméricos inteligentes y multifuncionales aplicados
a la nanomedicina” con la clave A1-S-9859 en la modalidad A1. El proyecto se
formalizé en septiembre del 2019 y finalizara en septiembre del 2022. En este
proyecto se propuso el disefo, sintesis, caracterizacion y ensayos in vitro de
nanosistemas multifuncionales para teragnosis en cancer de mama y préstata. El

presente trabajo de tesis forma parte del proyecto referido (A1-S-9859).
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1.7 Justificacién

En hombres mayores de 50 afios los niveles de PSA mayores a 4 ng/ml en
suero son sugestivos de CaP, y la confirmacidon se realiza mediante una biopsia
transrectal cuando en el tacto digital rectal se presentan signos de sospecha. En
muchos de los casos esta biopsia resulta ser negativa o clinicamente no

significativa.

Debido a la elevada incidencia de CaP en nuestra poblacion, son
necesarias nuevas pruebas que apoyen el tamizaje inicial. Nuestro grupo de
trabajo propuso a PCA3 como una alternativa para mejorar la deteccién de
pacientes con CaP, y ha comprobado la sobreexpresion del IncRNA PCA3 en CaP

por g-PCR comparado con HPB.

En este trabajo proponemos una alternativa para la deteccion de cDNA de
PCA3 mediante dos nanosistemas compuestos de nanoparticulas de oro (AuNPSs)
acoplados a sondas especificas dirigidas contra PCA3 como una alternativa al

tamizaje de CaP.
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1.8 Hipotesis

Los nanosistemas de AuNPs acoplados a sondas especificas permiten la
deteccidon del cDNA delincRNA PCA3.

1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo General

» Detectar el cDNA del IncRNA PCA3 por medio de dos nanosistemas de

AuNPsacoplados a sondas especificas.

1.9.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la dinamica de hibridacién entre dos sondasy el cDNAde PCA3
mediante una curva de disociacién(melting curve).

2. Construir y caracterizar dos nanosistemas AuNPsconjugados con las
sondas.

3. Realizar y analizar la curva de disociacion con los nanosistemas
AuNPsconjugados a sondas utilizando cDNA de PCA3 como blanco y

comparar la dinamica con las sondas no conjugadas.
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CAPITULO I
Materiales y Métodos

2.1 Materiales

Reactivos:

Agua bidestilada, buffer TE pH 7.4 grado biologia molecular, EvaGreen® 20X,
gBlock™ de PCA3 (Integrated DNA Technologies, Inc.), sonda TMerEx3Cy3
(Integrated DNA Technologies, Inc.numero de referencia: 288135977), sonda
TMer3+4_5TAMN (Integrated DNA Technologies, Inc. numero de referencia:
288135978), primer forward333F (Integrated DNA Technologies, Inc. numero de
referencia: 277493023), primer reverse609R (Integrated DNA Technologies, Inc.
numero de referencia: 277493024), Cloruro de magnesio (MgCl) 25 mM
Promega, buffer 5X Promega, nanoparticulas de oro conjugadas con maleimida de
20 nm (Cytodiagnostics, lote MKCM1945), agarosa grado biologia molecular

(Bioline, BIO-41026), GelRed® 10,000X.

Materiales:

MicroAmpOptical96-well ReactionPlate  (AppliedBiosystems™,  N8010560),
puntillas para micropipeta de 10,200 y 1000 pL, microtubos de 0.2, 0.5, 1.5 mL,

100kDa MWC Spin Column(numero de catalogo: 88503).
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Equipos:

NanoDrop®ND-1000(Numero de serie: 7136),StepOnePlus™ Real Time PCR
System (Appliedbiosystems),termociclador MJ Mini™ (Bio-Rad), Zetasizer Nano

ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK).
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2.2 Estrategia General de Trabajo

A continuacion, se presenta el esquema general de trabajo (Figura 10), el
cual se realizd en el Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular, asi como
en el departamento de Genética, ambos pertenecientes a la Facultad de Medicina
de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon y en el Centro de Investigacion en
Materiales Avanzados (CIMAYV).

Cy3 TAMRA
Estandarizacion de hibridacion Construccion y caracterizacion Estandarizacion de hibridacion
de 2 sondas con cDNA de de nanosistemas Au-sondas de los 2 nanosistemas con
PCA3. fluorescentes. cDNA de PCA3.

Figura 10. Esquema general de trabajo.

2.2 Estandarizacion de la hibridacién de dos sondasmediante deteccion de

fluorescencia con cDNA de PCAS3

Con la asesoria del Dr.C. Hugo Gallardo Blanco,se realiz6 el disefio de las
dos sondas marcadas con fluoréforos distintos (Figura 11) en el extremo 3’ de una
de las sondas se colocd Cy3, un colorante fluorescente perteneciente al grupo de
las cianinas, con una longitud de onda (A) de excitacion de 550 nm y una A de
emision de 564 nm, caracterizado por bandas nitidas de absorcion, elevados
coeficientes de extincion y por su resistencia al fotoblanqueo, haciendo a los
oligomeros de ADN altamente fluorescente, pudiéndose detectar moléculas

individuales (65). Su estructura quimica esta conformada por dos anillos indol
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conectados por una cadena de polimetina, Cy3 se caracteriza por una cadena de
conexion de tres grupos metino (figura 12). Esta sonda esta disefada para
reconocer e hibridar con el exén 3 de PCA3 (TMerEx3Cy3).

Por otro lado, en el extremo 5 de la segunda sonda, se coloco
tetrametilrodamina (TAMRA) con una A de excitacion de 559 nm y una A de
emision de 583 nm. TAMRA es un compuesto quimico derivado de la rodamina
con una alta estabilidad y fluorescencia (66). Gracias a sus grupos funcionales
reactivos (figura 13), es facilmente incorporado en sistemas bioldgicos. Los
oligonucledtidos marcados con TAMRA han establecido un papel importante en
aplicaciones tales como FRET. Esta sonda esta disefiada para reconocer e
hibridar con el exén 3 y 4 de PCA3 vy, a su vez, con la sonda marcada con Cy3
(TMerEx3+4_5TAMN)

Exon 3 Exon 4
5 - 5
24 nuc TM 61°C L] 27 nuc T M 69°C
Properties %‘é — PrS Properties
Tm (50mM NoCl)*: 66.7 °C 1 Tm (50mM NaCl)*: 68.8 °C
GC Content: 54.1% E - Z GC Content: 53.7%
Molecular Weight: 12,359.4 g — = Molecular Weight: 13,756.8
nmoles/OD260: 2.8 4 3 [ nmoles/OD260: 2.4
ug/OD260: 34.1 QN 5 vg/OD260: 32.7
Ext. Coefficient: 362,200 L/(mole-cm) o) = Ext. Coefficient: 420,800 L/(mole-cm)
Amount Of Oligo Amount Of Oligo
59= 16.3 =0.20 < 3.3= 7.9 =0.11
ODo¢p  nmoles mg o; g ODo40  nmoles mg
For 100 UM: add 163 L O < For 100 PM: add 79 L

Figura 11. Disefo de sondas.Secuencia de referencia NCBI: NR_1323121
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Cy3

0=P—0

Figura 12. Estructura quimica de Cy3. Estructura quimica conformada por

. . . . 65
dos anillos indol conectados por una cadena de polimetina .

Pl |°\/ Mg,
B

N\ coo

COOH

Figura 13. Estructura quimica de TAMRA™

2.2.1 PCR punto final para gBlock de PCA3

Como parte de los ensayos de hibridacion, se realizé una PCR punto final
para la amplificacion de un fragmento de 500 pb deDNA correspondiente al
IncRNA de PCA3 utilizando como ADN molde el plasmido pUCITD-AMP (figura
14) con un tamano total de 3251 pb. El plasmido que contiene el fragmento de
PCA3 fue disefiado por el Dr.C. Hugo Gallardo Blanco y la Dra. C. Celia Sanchez
y sintetizado por la companiia Integrated DNA Technologies (IDT®).
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PUCIDT-AMP+ gBlock Kassandra 2020
3251bp

3' gBlock PCA3 Kass 2020\4

1acO; 100.00

Figura 14. Plasmido pUCITD-AMP

La PCR se llevo a cabo utilizando los siguientes primers:
e Forward333F: 5- TCT CGT TTT TCC TCT CAT TGG TAA-3'.
e Reverse 609R: 5- ATT TCC AGC CCC TTT AAA TAT CCA CAC-3'.

Para amplificar el fragmento de interés, se disefiaron dos primers (333F y
609R) para amplificar un fragmento de 277 pb, que contiene la region del exdén 3y
exoén 4 de PCA3. Para esto se partié de una concentracion de 4 ug de plasmido, el
cual fue diluido en 123 pL de buffer TE 1X pH 7.8 para obtener una concentracion
final de 10 pmol/uL (32.52 ng/puL de ADN). Se realizaron los célculos para llevar a

cabo una reaccion de PCR convencional, se muestran a continuacion las

condiciones empleadas:
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Tabla 4. Reactivos para PCR punto final para fragmento de PCA3

Reactivos

H20 ultra destilada
grado biologia
molecular

Buffer 5X Promega
MgClz (25mM)
Promega

dNTPs (10mM)
GoTag® (5U/uL)
Promega

Forward primer
(100pM)

Reverse primer
(100pM)

Plasmido pUCITD-
AMP (10 pmol/pL)

Volumen final

Volumen requerido ' Concentracion final

para una reaccion
de PCR (uL).
15.5

5.0

1.5

0.5
0.5

0.5

0.5

25.0

1X
1.5 mM

0.2 mM
2.5 U (0.1U/ pL)

2.5 pmol

2.5 pmol

1.3 ng/ L (0.4

pmol/ pL)
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El programa del termociclador MJ Mini™ (Bio-Rad) para la PCR se llevo a

cabo siguiendo las condiciones descritas a continuacion:

Tabla 5. Programa para PCR punto final de fragmento de PCA3

Programa de PCR  Temperatura °C Tiempo Rampeo a 1°C/seg
Desnaturalizacion 96 5 minutos Paso 1
inicial

Desnaturalizacion 94 30 segundos Paso 2
Alineamiento 55 45 segundos Paso 3
Extension 72 30 segundos Paso 4
Repetir paso 2 a 4, - - Paso 5

30 veces

Extension final 72 10 minutos Paso 12
Infinito 4 Infinito Fin

El amplicon obtenido se analizé y cuantificé en el NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer, posteriormente se diluyé para ajustar a una concentracién de

1.53 uM (280 ng/pL) para losensayos subsecuentes.

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% usando como buffer

de electroforesis TBE 1X 'y se corrié de 80V-100V durante 1 hora.
2.2.2 PCR unidireccional para cDNA del IncRNA PCA3

Posteriormente, partiendo del amplicon del gBlock de 277 pb de PCA3, se
realizarondos tipos de PCR unidireccional por separado, una con el primer 609R y

otra con el primer 333F, con las condiciones de reaccion con los calculos

mostrados a continuacion en las tablas 6 y 7:
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Tabla 6. Condiciones para PCR unidireccional con

primer forward

Reactivos Concentracion final

H20 ultra destilada grado -
biologia molecular

Buffer 5X Promega 1X

MgCl2 (25mM) Promega | 1.5 mM

dNTPs (10mM) 0.2 mM
GoTag® (5U/uL) 2.5U (0.1U/ L)
Promega

Forward primer (100uM) | 2.5 pmol

Plasmido pUCITD-AMP 1.3 ng/ pL (0.4 pmol/ pL)
(10 pmol/pL)
Volumen final 25 uL

Tabla 7. Condiciones para PCR unidireccional con

primer reverse

Reactivos Concentracion final

H20 ultra destilada grado -

biologia molecular
Buffer 5X Promega 1X
MgCl2 (25mM) Promega | 1.5mM

dNTPs (10mM) 0.2mM
GoTaqg® (5U/pL) | 2.5 U (0.1U/ pL)
Promega

Reverse primer (100puM) | 2.5 pmol

Plasmido pUCITD-AMP | 1.3 ng/ uL (0.4 pmol/ pL)
(10 pmol/pL)
Volumen final 25 L
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Se realizaron las 2 reacciones de PCR, siguiendo las condicionesantes
descritas para la PCR punto final del gBlock de PCA3 (tabla 5).Para la primera
reaccion se utilizé el primer forward y para la segunda reaccion el primer reverse.
Se obtuvieronamplicones de cadena sencilla con concentraciones de 1.63 pmol/
ML para la reaccion con primer Forward(gBlock F)y 2.17 pmol/ pL para reaccion
con primer Reverse (gBlock R). Ambos amplicones de cadena sencilla
(singlestrand, SS) se ajustaron a una concentracion de 1.53 pM para ensayos

posteriores.

2.2.3 Tratamiento de oligonucleétidos con DTT en fase liquida

Se realiz6 el tratamiento de ambas sondas (TMerEx3Cy3,
TMer3+4_5TAMN) con Ditiotreitol (DTT) con la finalidad de reducir el grupo tiol,
evitando asi la formacion de enlaces disulfuro y aumentando la eficiencia del
enlace S-Au, esto para la conjugacion posterior con las Nanoparticulas de oro
(AuNPs). A las sondas liofilizadas se les agregd buffer TE pH 7.4 grado biologia
molecular para obtener una concentracién final de 250 uM para cada una de las

sondas.

Se preparé una dilucion del stock de DTT (1 M) a 0.5 M con agua
bidestilada (ddH20). Se agregaron 2.5 uL de DTT 0.5 M a 50 pyL de cada una de
las sondas con una concentracién de 250 uMy una concentracion final de DTT de
0.025 M. Las sondas se incubaron 2 horas a temperatura ambiente en obscuridad
para reducir el oligonucleétido. Pasadas las 2 horas de incubacién, las sondas se
purificaron mediante una columna illustraMicroSpin G-25(GE Healthcare). Para la
preparaciéon de la columna se siguieron los pasosdescritos a continuacion,

siguiendo las instrucciones del fabricante:

1. Se suspendié la resina en la columna agitando con vortex.

2. Se aflojé la tapa un cuarto de vuelta y girar el cierre inferior.
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3. Se colocod la columna en tubo de recogida, el cual se suministrd
como soporte.

4. Se centrifugd durante 1 minuto a 3000 rpm en microcentrifuga
Eppendorf Centrifuge 5415C.

Posterior al proceso de preparacidon de la muestra, se procedio a colocar la
columna en tubo de microcentrifuga de 1.5 mLlibre de DNasa. Se aplicaron
lentamente a cada una de las columnas los 50 pL de las sondas previamente
reducidas. Finalmente, la elucion se realiz6 mediante una centrifugacion de 2

minutos a 3000 rpm. Las sondas purificadas se almacenaron a -20°C.

2.2.4 Protocolo de hibridacién de sondas con cDNA del IncRNA PCA3

Se realizd una Melting Curve en el equipo StepOnePlus Real-Time PCR

System en estas condiciones de reaccion:

Tabla 8.Condiciones de hibridacion de sondas con cDNA del IncRNA

PCA3
S1+S2+SYBR+ S1+S2+SYBR+gBlock F

gBlock R
Reactivos Concentracion Concentracion Final
Final
H20 dd - -
Buffer 5X Promega 1X 1X
MgCl2 (25mM) 1.5 mM 1.5 mM
Promega
Oligo E 3 (2.5 uM) 0.1 uM 0.1 uM
Oligo E 3+4 (2.5 uM) 0.1 uM 0.1 uM
DNA amplicon 1.53 uM | 0.06 uM 0.06 pM
(280 ng/uL)
EvaGreen®20Xenagua | 1X 1X

S1: sonda TMerEx3Cy3; S2: TMerEx3+4_5TAMN; gBlock R: amplicon con primer

Reverse (control positivo); gBlock F: amplicon con primer Forward (control negativo).
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Se espera que la  hibridacibn de ambas sondas con el
ampliconReverse(gBlock R) o control positivo, reconozca a su blanco de
deteccidon, el cDNA de PCAS3, hibride por complementariedad, formando una
estructura de doble cadena entre las sondas y el amplicdén (figura 15)y que el
ampliconForward (gBlock F) no hibride con las sondas.

gBLOCK PCA3

3 I 5’
5! 3
5' ATTO 532 3' ATTO 550

(534>554nm) (560>575nm)
Figura  15.Sistema de deteccidn
compuesto por sondas y sus respectivos
fluoréforos (Cy3, TAMRA) hibridado con
cDNA de PCA3

Se utilizé el programa que se muestra a continuacion:

Melt Curve Stage

@ Continuous O Step and Hold

100 —|

95.0°C 95.0°C
h mm——
/02:00 RN /00:15
/ > \ /
/ \\‘ .-'f
758 / 100% /
“,.‘ \\ /
£
\ 60.0°C

50 —|

N\ /
/ ‘\ 5 /
oo \ 25.0°C /

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4

Figural6.Programa utilizado para el protocolo de hibridacién de sondas

Coy con cDNA de IncRNA PCAa3. pOnePIus

Real-Time PCR System, el equipo registro lecturas de fluorescencia por pozo de
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reaccion cada 0.3% (aproximadamente cada 0.3°C) para los tres canales de
deteccion usados, canal 1 para EvaGreen, canal 2 para Cy3 y canal 3 para
TAMRA. Para el analisis de datos se representd el cambio de fluorescencia entre
el cambio de temperatura (-AF/AT) contra la temperatura para obtener una vision
clara de la dinamica de fusion. Para la obtencion de los graficos se graficaron los

resultados de la MeltRegion Derivative Dataen lineas 2D.

2.3 Construccion y caracterizacion de dos nanosistemas AuNPs unidas a

sondas especificas para cDNA de PCA3.

2.3.1 Conjugacion de nanoparticulas de oro (AuNPS)

Se utilizd el estuche Maleimide-Activated Gold NanoparticleConjugation
Kit(Cytodiagnostics, Burlington, Canada) para la conjugacién de las AuNPs PEG
funcionalizadas con maleimida (20 nm) con las sondas (TMerEx3Cy3 vy
TMerEx3+4_5TAMN) previamente reducidas con DTT para obtener un grupo tiol
libre.El kitnos permite una conjugacién en un solo paso de alta eficiencia de
oligonucledtidos tiolados, resultando en una union covalente y estable; y

reduciendo uniones inespecificas con proteinas.

La funcionalizacién de las AuNP con las sondas disenadas (Figura 17) se
realiz6 con la reaccidn “click” chemistry(67).Dada su fiabilidad, eficiencia y
selectividad, estas reacciones han sido un medio principal de bioconjugacion. El
mecanismo de las reacciones tiol-maleimida se escribe con mayor frecuencia
como una adicidn tipica de tipo Michael (58). La entrada al ciclo cataliticorequiere
la formacion inicial de cierta cantidad de anion nucledfilo tiolato.El anién tiolato
resultante, un nucledfilo fuerte, ataca el enlace nde lamaleimida, dando como
resultado un intermedio de enolato fuertemente basico. Este intermedio

desprotonaun equivalente adicional de tiol, dando el producto de adicién deseado,
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asi como otro equivalente de tiolato que puede perpetuar el ciclo catalitico (Figura

18).

Para

realizar la conjugacidn se siguieron

los pasos del

instructivo

proporcionado por la compafia; se combinaron en un tubo de microcentrifuga los

siguientes reactivos:

Tabla 9.Conjugacién de AuNPs

Cantidad en pL

Buffer de reaccion

Sondas

DTT

Volumen total

NP+PEG + Maleimida

g o
A s &

o

ar e

NP+PEG + Maleimida

reducidas con

60
48

108

Figura 17. Nanosistemas propuestos.a) Conjugado con Cy3: sonda..con. fluoréforo en

extremo 5 y grupo tiol en extremo 3. b) Conjugado con TAMRA: sonda con fluoréforo en

extremo 5 y grupo tiol en el extremo 3’. Las AuNP funcionalizadas con PEG son conjugada

con maleimida.

39



(a) 2
| N-R
Propagation

5 = .S
Thiolate -5 R w—g Enolate
= Intermediate

s O Chain
e Transfer
0

Figura 18. Mecanismo para la adicion de un tiol catalizada por
tiolato a una maleimida N-sustituida.”

Se transfirieron 90 pL del volumen total de 108 uL (buffer de reaccion,
sondas marcadas con Cy3 y TAMRA) de cada uno de los oligonucleétidos
reducidos a viales de AuNPsmaleimida liofilizadas (2) para posteriormente incubar

durante una hora a temperatura ambiente.

Posteriormente, se afadieron 10 pL de solucién de extincion proporcionada
por el fabricante y se incubd durante 15 minutos, esto con la finalidad de detener
la reacciéon. Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedié a centrifugar en
100kDa MWC Spin Columna 15,000 g durante 15 minutos para desechar el
sobrenadante que contiene ligando no unido y los reactivos subproducto de la
reaccion de extincién. El precipitado se resuspendié en 100 yL de TE pH 7.4.
Finalmente se registraron los espectros UV-Vis con un barrido espectral de 230 a
650 nm utilizando el equipo NanoDrop®ND-1000. Las AuNPs conjugadas se

almacenaron en buffer TE pH 7.4 a 4°C hasta su uso.
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2.3.2 Caracterizacién de nanosistemas

Se realiz6 la caracterizacion de las AuNPs antes y después de la
conjugacion para asegurarnos de que cumplen con las caracteristicas del
fabricante y de su correcta funcionalizacidén. Esta se realizé mediante las técnicas

descritas a continuacion:

Tabla 10. Técnicas para caracterizacion de los nanosistemas

Técnica Resultados a obtener

Dispersion dinamica de luz (DLS) Tamano.

Espectroscopia Uv-Vis A: 230-650 nm  Tamano, morfologia, aglomeracién y
funcionalizacion.

Electroforesis Conjugacién con sondas

La técnica DLS se realiz6 en el Centro de Investigacion en Materiales
Avanzados (CIMAV) utilizando el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Malvern, UK). Por otro lado, la caracterizacién de los nanosistemas mediante
espectroscopia Uv-Vis se realizé en el equipo NanoDrop® ND-1000con un barrido
espectral de 230 a 650 nm. Para la electroforesis, se realiz6 un gel de agarosa al
0.5% con buffer TBE al 0.5% durante una hora.

2.4 Hibridacion de nanosistemas AuNPs unidos a sondas especificas para
cDNA de PCA3.

Se procedi6 a realizar el protocolo de hibridacién de los nanosistemas, se

realizaron 2 juegos de experimentos bajo las siguientes condiciones de reaccion:
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Tabla 11. Condiciones de hibridacion de nanosistemas con cDNA del

IncRNA PCA3
NS1+NS2+SYBR+ NS1+NS2+SYBR+
gBlock R gBlock F
Reactivos Concentracion Final Concentracion Final
H20 dd - -
Buffer 5X Promega 1X 1X
MgCI2 (25mM) 1.5 mM 1.5 mM
Promega
AuNPs Cy3 (2.5 pM) 0.1 uM 0.1 uM
AuNPs TAMRA (2.5 0.1 uM 0.1 uM
HM)
DNA amplicon 1.53 uM | 0.06 pM 0.06 pM
(280 ng/uL)
EvaGreen® Dye, 20X 1X 1X
in Water

NS1: AuNPs+sonda TMerEx3Cy3; NS2: AuNPs+TMerEx3+4_5TAMN; gBlock R: amplicén
con primer Reverse (control positivo); gBlock F: amplicdn con primer Forward (control
negativo).

El primer experimento consistiéo en la hibridacion de ambos nanosistemas
con el ampliconReverse o control positivo, recordando que ambos nanosistemas al
reconocer a su blanco de deteccién hibridaran por complementariedad, formando
una estructura “Y” de doble cadena entre los nanosistemas y el amplicon (gBlock
R) (figura 19).

Por otro lado, en el segundo experimento se realizé6 el protocolo de

hibridacién para ambos nanosistemas con el amplicénForward(gBlock F) que
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actua como nuestro control negativo, por lo que no existira la formacion de una

estructura de doble cadena al no haber complementariedad de bases.

Todo esto se realizd a las mismas condiciones de hibridacion que el
protocolo de hibridacién de las sondas (figura 16) con una Melting Curve de 95° a

25°C en el equipo StepOnePlus Real-Time PCR System.

l }
PEG PEG

Figura 19. Hbridacion de nanosistemas con gBlock PCA3.Los
nanosistemas hibridan con el gBlock de PCA3 que actia como nuestra
molécula blanco formandose una estructura de doble cadena y detectandose
la fluorescencia de CY3 y TAMRA.
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CAPITULO Il

Resultados

3.1 Estandarizacion de la hibridacién de dos sondas mediante deteccion de
fluorescencia con el gBlock de PCA3

3.1.2 PCR punto final para gBlock de PCA3

Se esperaba obtener un fragmento de 277 nucleédtidos correspondientes al

amplicén del gBlock de PCA3, por lo que se realizé una electroforesis en gel de

agarosa al 2% (figura 20).

Ampli
con
PCA3

L 100 pb°
L 25pb ntr

ol -

277 pb

Figura20. Gel de agarosa 2%, TBE 1X.

Podemos observar la banda correspondiente a los 277 pb, lo que nos indica
la amplificacion exitosa del gBlock de PCA3, a su vez, podemos observar que no

hay presencia de productos inespecificos en la reaccion.
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Posteriormente, se realizé la cuantificaciondel amplicon de PCA3 en el

equipo NanoDrop® ND-1000, obteniéndose 1.44 pmol/uL (figura 21).

Fe-blank Frint Screen | Recording teasurement complete 02/03/2021 0329 p.m. ;
reasure - = Exit
Blank Frint Feport § Show Report User It

Owerlay contral| Clear graph each Sampla E Sample Type DrA-50 vl
768~
7.00-
E.00- Sample 1D g-Block PCA3
o 2-00-
o
=
o
-g 4.00- Sample # 5
@
< 3004 Al 260 2lnm  Abs 5973
c &
£
ST A-2B010 mm path 6.973
A-28010 mm path 4.069
1.00-
260280 171
.00+
26042300 226
_U'??_I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
220 230 240 250 260 ZF0 280 290 300 #0320 330 3400 350
Wawelength nm ng.-"uL 348.6
3.8.1B71360.23/128/8

Figura 21.Cuantificacién de gBlock de PCA3 por medio del equipo NanoDrop ND-

1000a 260 nm.

3.1.3 PCR unidireccional para cDNA de PCA3

A partir del amplicon de PCA3 obtenido mediante PCR punto final, se
procedid a realizar una PCR unidireccional con 2 reacciones, una utilizando el

primer Forward (control negativo) y utilizando el primer Reverse (control positivo).

Por otro lado, se realizé la cuantificacion de ambos amplicones de PCA3 en
el equipo NanoDrop® ND-1000, obteniéndose 1.63 pmol/uL para el amplicon con

primerForward (control negativo) (figura 22) y 2.17 pmol/pL para el amplicon con el

primer Reverse(control posi

tivo) (figura 23).
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Figura 22. Cuantificacion de gBlock de PCA3 con primer forward por medio del equipo
NanoDrop ND-1000a 260 nm.
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Figura23. Cuantificacion de gBlock de PCA3 con primer reverse por medio del equipo

NanoDrop ND-1000a 260 nm. 6



3.1.4 Caracterizacion de sondas tratadas con DTT en fase liquida

Para realizar la caracterizacion de las sondas, se realiz6 un barrido

espectral de 230 a 650 nm utilizando el equipo NanoDropND-1000. Esto con la

finalidad de detectar las longitudes de onda de absorcion maximas esperadas

tanto para el ADN de las sondas como para los fluoréforos (figura 24). En ambas

graficas a 260 nm podemos observar los picos de absorcion del ADN. En la grafica

de lado izquierdo podemos observar,ademas, un pico maximo de absorcion a 554

nm correspondiente a Cy3, mientras que en la grafica de lado derecho podemos

observar un pico maximo de absorcion a 557 nm, correspondiente a TAMRA.

Ambos picos coindicen con lo reportado en la literatura.

l Fe-blank | Print Screen Measurement complete 10/08/2021 10:30 &a.m. Re-blank | Frint Screen Measurement complete 10/08/2021 10:33 am
Measure - Exit Measure Exit
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e Sample D Thier 3 DD Sample D
160 : 0.80-
Cys Amax:oo4 nm .
140 0.70
Samplet 4 \ Sample# 5
8 120 & 080
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£ 1.00 ,] "l £ 080
2 8 \ \
2 080 Dyel o3 = (2 040 L \ Dye 1 TAMRA [
£ £
£ J \Anl\ A:260 nm AbBS | §oq 5.0 \ Abs
E g " \ \DN-AZZoU-nhm b N proaliul E nao \,'_\DN A:260 nm Morm 21141 praoljul 126
0.40 [ \ /_/ \ 020 A\
0.20 / \ 010 \ / 1
-0.20- | ' | 280/280 159 -010- 260/280 | 1.73
220250 300 3 400 450 500 KO GOD BSD 700 750 200250 300 380 400 480 S00 ss0 Bdn emn 700 78O ‘
‘Wavelength nm ng,l'ul 4125 Wawvelength nm ng,lu| 3116
381 B71360.39/128/8 2.8.1B7136 0.294128/9

Figura 24.Barrido espectral de 230 a
650 nm para sondas.
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3.1.5 Hibridacién de sondas con cDNA del IncRNA PCA3

Para la hibridacion de las sondas con el blanco de deteccién o nuestro
control positivo (amplicon con primer Reverse) obtuvimos la grafica que se

muestra a continuacion:

Hibridacién de las sondas (Cy3y TAMRA) con control positivo

—— EvaGreen
TAMRA
38-58°C

DNA DOBLE CADENA

EG 37,116.08
TAMRA 1288848
CY3 2277105

45000 t - —_— —s———-
26°C
SYBR 983182 =
TAMRA 5,880.25 /e

— cY3:  0.047.08
- peemmees /_/_\ \ 247 /,
/ B 67.5°C /

Temperatura del gradiente de la Melting Curve

Figura 25. Ensayo de hibridacion de sondas (Cy3 y TAMRA) con amplicon con primer
Reverseo control positivo.

La grafica representa el gradiente de temperaturas de 25° a 95°C, contra la
intensidad de fluorescencia. La curva deEvaGreen (linea azul) representa la
formacién de doble cadena, formada por la hibridacion entre las sondas y el cDNA

de PCA3, que se manifiesta como un incremento de fluorescencia de EvaGreen.

En la dinamica de hibridacion podemos observar un pico a 67.5°C, el cual
corresponde a la hibridacion del cDNA de PCA3 con cada una de las sondas de
forma individual. De igual forma, a la misma temperatura podemos observar un
aumento en la fluorescencia de TAMRA representada con la linea en color rojo y

de Cy3 representada con la linea en color verde.
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Se observa unpico mas evidente de EvaGreen a 82.7°C, lo que representa
una estructura de “Y” de doble cadena formada por la unién de ambas sondas de
forma simultanea al cDNA de PCA3. De igual forma, se observa un aumento en la
fluorescencia tanto en TAMRA como en Cy3. Ambas sefales confirman la
deteccion del cDNA de PCAS.

El experimento de hibridacion de ambas sondas (Cy3 y TAMRA) con el
amplicénobtenido con el primer Forward (gBlock F) que actua como nuestro

control negativo, se muestra a continuacion:

Hibridacion de las sondas (Cy3 y TAMRA) con control negativo

(S1) + (S2) + (CONTROL NEGATIVO)

100,000

EvaGreen
TAMRA
38-58C

| | Cy3

DNA DOBLE CADENA

45,000

17,500

10,000

Temperatura del gradiente de la Melting Curve

Figura 26. Ensayo de hibridacion de sondas (Cy3 y TAMRA) con amplicén con primer Forward
o control negativo.

No se observan las sefales caracteristicas de la hibridacién de la molécula
blanco con las sondas a 67.5 ni a 82.7°C. No hay un aumento en la fluorescencia
de EvaGreen lo que nos indica que no hay una formacion de doble cadena. Esto
corrobora la especificidad de las sondas que hibridan solo con el gBlock R, el cual

es equivalente a los exones 3 y 4 del cDNA de PCA3.
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Es posible observar una sefial débil entre los 40 a 60°C, lo que nos indica la
interaccién de las sondas consigo mismas por cambios conformacionales, esta
interaccién fue ideada para que fuera un factor condicionante de hibridacion con la
region de los exones 3 y 4 del cDNAde PCAS3. Esta hibridacion es favorecida en
presencia del cDNA de PCAS.

3.2 Construccion y caracterizacion de dos nanosistemas AuNPs unidas a
sondas especificas para cDNA de PCA3

3.2.1 Caracterizacion de los nanosistemas AuNPs-sondas especificas

Se realizd la caracterizacion de los nanosistemas, para esto se realizaron
los espectros de absorcion de las AuNPs conjugadas con Cy3 y TAMRA.

utilizando el equipo NanoDropND-1000, los cuales se muestran a continuacion:

Fe-blank | PrintScreen Measurement complete 23/05/2021 10:22 am Fie-blank | Print Screen Measurement complete 23/06/2021 10:26 aum
Measure Exit Measure Exit
Blank Print Report Show Report User Default Blank Frint Report Show Report User Detault
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16.00 / \
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2 1 = Sample #
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kS q \ A 230 =nm  Aps, 13146 28 A 230 = nm  Abs. 12492
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Figura 27. Espectro UV-Vis para AuNPs conjugadas con sondas Cy3 (izquierda) y TAMRA (derecha).
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A 260 nm podemos observar en ambas graficas los picos de absorcion del
ADN en ambos nanosistemas, tanto con conjugado con la sonda Cy3 (izquierda)

como el conjugado con TAMRA (derecha).
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o
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Figura 28. Barrido espectral de 230 a 650 para AuNPs conjugadas con sondas Cy3 (izquierda) y TAMRA

(derecha).

De forma se

correspondientes a las AuNPs de 20 nm. En la grafica de lado izquierdo podemos

igual identificaron picos de absorcibn a 524 nm
observar un pico de absorcién a 554 nm, el cual corresponde a Cy3. Por otro lado,
en la grafica de lado derecho podemos observar un pico de absorcion a 557 nm, lo

que corresponde con TAMRA.

Continuando con la caracterizacion de los nanosistemas, se realiz6 DLS
con el equipo ZetasizerNanp ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) para medir el
tamano promedio de los 2 nanosistemas AuNPs conjugados con las sondas Cy3 y

TAMRA respectivamente.
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Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 2392 Peak 1: 3233 100,0 1251
Pdl: 0,223 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,966 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Volume

“olume (Percent)

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

|i Record 1: Kass NPs + ex3 Cy3 1|

Figura 29. DLS de nanosistema conjugado con Cy3, tamario
promedio de 323.3 nm.

Size {d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2383 Peak 1: 3107 79,0 1412
Pdl: 0,262 Peak 2: 5162 21,0 7642
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good
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Figura30. DLS de nanosistema conjugado con TAMRA, tamano
promedio de 310.7 nm.

Se obtuvieron tamanos promedios para los nanosistemas conjugados con
Cy3 de 323.3 nm y para TAMRA de 310.7 nm respectivamente. La diferencia de
tamano entre ambos nanosistemas puede deberse a la diferencia de longitud de

las sondas, 41 pb para Cy3, y 37 pb para TAMRA. El diametro estimado por DLS
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es relativo a la dispersion de la luz, por la hidratacion de las moléculas, y por la
fluorescencia emitida por los fluoréforos, pues el equipo detecta en luz visible y los
fluoréforos (Cy3 y TAMRA) emiten fluorescencia en el espectro de luz visible. Esto
también es debido a la corona de polietilenglicolPEG) y DNA que recubre las
NPs. El incremento de tamafo nos confirma la conjugaciéon de los nanosistemas y

la saturacién con las sondas especificas para la deteccion del cDNA de PCAS.

Se realizé un gel de agarosa al 0.5% para las AuNPs sin conjugar como

para aquellas conjugadas con las sondas Cy3 y TAMRA.

AuNPs+TAMRA
AuNPs+Cy3
AuNPs TAMRA
Cy3
Retraso en
corrimiento
Figura31.Gel de agarosa al 0.5%, TBE Figura 32.Gel de agarosa al 0.5%, TBE
0.5X, visualizacion con luz UV. 0.5X, visualizacién con luz visible.

De lado izquierdo podemos visualizar el gel a través de luz UV, debido a
gue nos interesaba observar el ADN de las sondas. Se observa fluorescencia de

las sondas a nivel de pozo debido a la unién de cada sonda con las AuNPs.
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Se observa senal de las sondas que se desprendieron de las NPs en el
corrimiento electroforético, esto debido a la saturacion de los nanosistemas. De

igual manera se observan las sefales de las sondas sin conjugar.

Por otro lado, podemos ver el gel mediante luz visible donde las AuNPsse
observan en color rojo; es evidente el retraso en el corrimiento electroforético en

las AuNPs sin conjugar, unacaracteristica de nanoparticulas sin carga superficial.

3.3 Hibridacion de nanosistemas AuNPs unidos a sondas especificas para
cDNA de PCAS.

Para la hibridacion de las sondas con el blanco de deteccibn o nuestro

control positivo obtuvimos la grafica que se muestra a continuacion:

Hibridacion de los nanosistemas (Cy3 y TAMRA) con control positivo

EvaGreen
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Figura 33. Ensayo de hibridacion de nanosistemas (Cy3 y TAMRA) con amplicon con primer
Reverse o control positivo.

Al igual que con las sondas sin conjugar, podemos observar un pico a
67.5°C, el cual corresponde a la hibridacién delcDNA de PCA3 con cada uno de
los nanosistemas de forma individual (cambios conformacionales). De igual forma,
podemos observar un aumento en la fluorescencia de TAMRA representada con la

linea de color rojo y de Cy3 representada con la linea de color verde.

54



Inte e

nsid
ad
de
fluor
esc
enci

relat
iva

Por otro lado, se observa un pico mas evidente de EvaGreen a 82.6°C, lo
gue nos indica la unién de ambos nanosistemas de forma simultanea al cDNA de

PCAS3 y un aumento en la fluorescencia tanto en TAMRA como en Cy3.

Las AuNPsconjugadas con las sondas incrementan la sensibilidad un 44 %
a 67.5°C y un 107.79 % a 82.62C, comparando con las sondas no conjugadas,
debido al efecto de plasmon superficial caracteristico de AuNPs o plasmonicas, lo

qgue nos ayudara en un futuro a mejorar la sensibilidad de deteccion.

Los anterior puede ser confirmado a través del experimento de hibridacién
de ambos nanosistemas (Cy3 y TAMRA) con el amplicon con primer Forward que
actua como nuestro control negativo, la grafica correspondiente se muestra a

continuacion:

Hibridacion de los nanosistemas (Cy3 y TAMRA) con control negativo

DNA
ESTABLE PARA LASMON

456°C

= o EG 2084855
~— Ui o EG 230857 EG 04571
Ry a Op 05834 TAMRA 472870 TAMRA 121157
— e
00 e n

Temperatura del gradiente de la Melting Curve

Figura 34. Ensayo de hibridacion de nanosistemas (Cy3 y TAMRA) con amplicon con primer
Forward o control negativo.

No se observan las senales caracteristicas de la hibridacidon de la molécula

blanco con las sondas a 67.5 y 82.7°C. No hay un aumento en la fluorescencia de

EvaGreen lo que nos indica que no hay una formacion de doble cadena.
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CAPITULO IV

4.1 Discusién

El cancer de prostata (CaP) es la segunda causa de muerte por cancer en
hombres a nivel mundial. En México, el CaP ocupa el primer lugar en incidencia de
acuerdo con estadisticas del Global CancerObservatory. Hasta la fecha, los
métodos para realizar el cribado y monitoreo son la medicién del PSA y DRE como
lo marcan las pautas de la American CancerSociety(69). Sin embargo, estas
metodologias presentan ciertos inconvenientes debido a su baja sensibilidad,
especificidad y precision diagnéstica (70). Si existe la sospecha de un DRE
anormal y un PSA elevado se procede a realizar la biopsia prostatica, la cual es el
estdndar de oro en el diagnéstico, sin embargo, el uso de PSA y DRE como
cribado conducen a aproximadamente dos tercios de biopsias innecesarias (71).
Estudios revelan que aproximadamente el 15% de pacientes con CaP presentan
un nivel de PSA por debajo del valor de corte 4 ng/mL), lo que conduce a
resultados falsos negativos (72). De acuerdo con las nuevas guias de la U.S.
Preventive ServicesTaskForce (USPSTF) el uso rutinario de PSA como cribado
deberia ser suspendido al proporcionar pocos beneficios en la deteccion de CaP,

su uso deberia ser ofrecido a pacientes en funcion de circunstancias individuales.

Por todo lo anterior es necesario el desarrollo de metodologias para la
deteccion de nuevos biomarcadores especificos para CaP con la finalidad de
reducir el sobrediagnostico y mejorar la deteccidbn temprana de tumores
clinicamente significativos. Son necesarias herramientas diagnosticas que
permitan diferenciar entre aquellos pacientes con necesidad de tratamiento y

aquellos que se beneficiaran de vigilancia activa (73).

PCA3 es un IncRNA expresado especificamente en CaP (74). Se ha

demostrado su sobreexpresion en tejido de CaP de 10 a 100 veces en
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comparacion con el tejido sano adyacente (75). Ademas, PCA3 ha sido detectado
en orina después de un DRE (76), asi como en muestras de sangre (77), por lo
gue es considerado un biomarcador no invasivo prometedor. Estudios demuestran
que PCA3 mejora el rendimiento diagndstico disminuyendo biopsias innecesarias
al permitir una mejor seleccién en pacientes de alto riesgo (78). Ademas, se ha
encontrado una asociacion significativa entre los valores de PCA3 y la puntuacién

Gleason (Gleason <6 vs Gleason 27) (79).

La prueba de Progensa para la deteccidén de PCA3 en orina es la unica
aprobada por la US Food and DrugAdministration (FDA), esta es recomendada
para hombres con niveles elevados persistentes de PSA sérico y una biopsia
negativa previa. Sin embargo, es costosa, requiere equipo especializado, personal
altamente capacitado y no se encuentra disponible en América Latina. Para
superar estas limitaciones son necesarias nuevas metodologias para la deteccién

de PCA3 con alta sensibilidad, simples y asequibles para la poblacién.

Hasta la fecha se han desarrollado nuevas metodologias para la deteccion
de PCAS3 por biosensores basados en impedancia (71), ensayos colorimétricos
con nanoparticulas magnéticas (80), gRT-PCR en muestras de sangre (81), entre
otros. Sin embargo, estas metodologias presentan ciertas limitaciones tales como:
la necesidad de equipo especializado para el sistema de deteccion,

inespecificidades y traslape de senales que dificultan la interpretacion.

En los ultimos afos se ha empleado a la nanotecnologia en el diagnéstico
molecular, biomedicina, bioseparacion y entrega de farmacos (82). En este trabajo
utilizamos nanoparticulas de oro (AuNPs) acopladas a sondas especificas para la
hibridacion entre el exéon 3 y 4 del cDNA de PCAS3. Las nanoparticulas (NP) se han
utilizado como una herramienta para amplificar la sefial de deteccion debido a su

tamano, su relacidn superficie-volumen y la facilidad para su funcionalizacién.
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Se pudo observar un aumento en las unidades relativas de fluorescencia
(RFU) al hibridar ambos nanosistemas con la molécula blanco o control positivo, la
agregacion de las AuNPs da como resultado una amplificacion en la senal debido
a la Resonancia de Plasmon Superficial (83), por lo que se esperaba un aumento
evidente en las RFU. Las AuNPs se funcionalizan habitualmente con secuencias
de ADN monocatenario, lo que les permite hibridar con una secuencia diana
complementaria (84), lo que nos puede permitir una deteccién directa del IncRNA
PCAS3.
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4.2 Conclusién

Se logré detectar el cDNA de PCA3 con los nanosistemas acoplados,
confirmando la hipotesis propuesta en este trabajo. Logramos verificar que el
disefio de nanosistemas propuesto permite detectar el cDNA de PCA3, sin
embargo, aun falta realizar mas ensayos para verificar y optimizar la sensibilidad y
limites de deteccidon, ademas de realizar ensayos con el IncRNAde PCA3 en lugar
del cDNA de PCAS.

Sintetizamos y caracterizamos dos nanosistemas de
AuNPsacopladosmediante un enlace PEG-maleimida a sondas de
disefiomarcadas con los fluoréforosCy3 y TAMRA, para la deteccionde una region
comprendida entre los exones 3 y 4 del cDNA del IncRNA PCAS.

Mediante el ensayo la curva de disociacion (Melting curve) se determinaron
los patrones de fusidén de las sondas sin acoplar, asicomo de los nanosistemas de
AuNPs acoplados a lassondaspara detectar la formacion de una doble
cadenacompuesto de 3 segmentos (DNAc de PCA3 y las dos sondas) mediantela
fluorescencia de Evagreen, utilizandocomo control negativo la

secuenciacomplementaria de PCAS3.

Se determiné un patrén de picos con maximos a 67.5 y 82.6 C, que no
estuvo presente en el control negativo, demostrando la formaciéon de la doble

cadena con los nanosistemas y el cDNA de PCAS3.

Las AuNPs conjugadas con las sondas (Cy3 y TAMRA) incrementan la
sensibilidad un 44 % a 67.5 °C y un 107.79 % a 82.6°C, comparando con las
sondas no conjugadas a AuNPs. Todos estos ensayos fueron realizados a las
mismas condiciones de reaccion y concentraciones, por lo que este aumento en la

sensibilidad de deteccion es atribuido a la resonancia de plasmoén de superficie
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localizado de las AuNPs, el cual tiene como efecto el aumento en la fluorescencia

dependiendo de la distancia de las moléculas y las AuNPs.
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