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mM milimolar

ng nanogramos

OMS Organizacién Mundial de la Salud
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Resumen

Universidad Autonoma de Nuevo Leodn

Facultad de Medicina

Departamento de Bioguimica y Medicina Molecular
Presenta: Rubén Aarén Benitez Martinez

Determinaciéon de los niveles de expresion de PCA3/PSA para la deteccion de
cancer de proéstata

Introduccién: El cancer de préstata (CaP) es un grave problema para la salud del varén
a nivel nacional y en el resto del mundo. El diagnéstico y tratamiento oportuno son
fundamentales para la supervivencia de los pacientes afectados por esta enfermedad. Sin
embargo, actualmente el tamizaje presenta algunas limitaciones que podrian causar la
deteccion de falsos positivos y al mismo tiempo, ocasionar efectos no deseados derivados
del tratamiento innecesario y el diagnéstico confirmatorio altamente invasivo (biopsia
transrectal). Para solucionar este problema, se han propuesto biomarcadores alternativos
al antigeno prostatico especifico (PSA, por sus siglas en inglés), el cual funge como
tamizaje primario para CaP. Ademas, la necesidad de desarrollar métodos diagnésticos
cada vez menos invasivos ha obligado a la comunidad cientifica a centrar su atencion en
el analisis de fluidos como orina y saliva. El ARNInc PCA3 es un biomarcador que ha sido
reportado en orina de pacientes y cuya sobreexpresién es Unica del CaP, es por eso que
su descubrimiento marca la pauta para la generacion de mejores métodos diagnésticos.
Objetivo: Debido a lo anterior el objetivo de esta tesis es determinar los niveles del
ARNInc PCA3 y del transcrito de PSA en biopsias tumorales evaluar su utilidad como
biomarcadores en el diagndstico de cancer de préstata. Métodos: Para lograrlo, se
estandariz6 el método cuantitativo del ARNInc PCA3 y el ARNm de PSA en cultivo celular
y tejidos mediante RT-gPCR. A cada muestra de linea celular LNCaP o biopsia se
sometié a un proceso de extraccion de ARN total, para posteriormente retrotranscribir y
cuantificar los transcritos. Resultados: Se demostrd la expresién de PCA3 en la linea
celular LNCaP y su ausencia en la linea PC3. Se detectaron hasta 480 copias PCA3 y
53,000 copias de PSA en 350,000 células de LNCaP. Ademas, PCA3 se encontrd
sobreexpresado en tejido de CaP obteniendo hasta 2,523 copias en 500 ng de ADNc,
mientras que su expresion estuvo por debajo del rango de la curva de calibracién en las
hiperplasias prostaticas benignas. Conclusion: El método estandarizado es capaz de
cuantificar PCA3 y PSA en muestras de cultivo celular y tejido incluido en parafina. PCA3
se encuentra sobreexpresado en tejido tumoral de prostata, pero no en hiperplasia
prostatica benigna (HPB)

Dra. Celia Nohemi Sanchez Dominguez
Directora de tesis



Capitulo I - Introduccién

A nivel mundial, el cancer de préstata (CaP) ocupa la segunda posicion
entre las neoplasias del varon (GLOBOCAN, 2018; Tao et al., 2015) y en México
ocupa el primer lugar tanto en incidencia como mortalidad (Figura 1). Hasta hace
un par de afios, existian pocas campafas nacionales para su prevencién y
diagnéstico oportuno; ahora cada vez son mas frecuentes en esta época, en
donde se invita a los hombres en grupo de riesgo a evaluar el nivel de PSA y
acudir con el urélogo.

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, males, all ages
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Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, Mexico, males, all ages
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Fig. 1. Incidencia y mortalidad de cancer de préstata (CaP). A nivel nacional, el
CaP afecta a mas varones que el cancer colorrectal, el cancer de pulmén, de

testiculo y estdbmago juntos.

El PSA en suero es el analito mas utilizado para el tamizaje del CaP (Burgio
et al.,, 2015). Si éste presenta valor mayor a 4 ng/ml se realiza un tacto digito rectal
(TDR). Si la prostata (después de la exploracion fisica invasiva) posee
induraciones y un volumen mayor al habitual, se toma una biopsia transrectal del
paciente (Figura 2). Sin embargo, la utilizacion de PSA como biomarcador posee
limitaciones considerables, debido a que no es especifico de CaP, sino que puede

ser sintetizado por células prostaticas bajo estrés (Pezaro etal., 2014).

Aunado a esto, el analisis asociado a este biomarcador posee el riesgo de
detectar falsos positivos, lo que lleva a un diagnostico y tratamiento exhaustivo de
los pacientes (Alberts et al, 2015); si éste da indicios anormales se toman

biopsias de la préstata (alrededor de 12-14) via transrectal. Esto significa que un



gran numero de varones se someten a estudios y procedimientos sin verdadera
relevancia clinica (Fujita et al, 2009). Ademas, el diagnéstico oportuno falla porque
1) Los niveles de PSA pueden estar elevados en otras situaciones que no son
CaP 06 estadios avanzados de CaP pueden presentar niveles de PSA
practicamente normales, 2) la idiosincrasia de nuestra poblacién impide el
proceder al TDR. Las pruebas que se fundamentan en los niveles de PSA carecen
de robustez, y podrian llevar a los pacientes a innecesarios escenarios
inconvenientes. Tomando en cuenta que la orina es un fluido mucho mas facil de
recolectar de los pacientes, y que acarrea una gran cantidad de biomarcadores
(Fujita & Nonomura, 2018), es imperante identificar dichos biomarcadores y
estandarizar métodos que permitan el diagndstico y seguimiento de pacientes con
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Fig. 2. Algoritmo para tamizaje y diagnéstico de cancer de prostata.



Capitulo Il - Antecedentes
2.1 El cancer de Préstata es un problema de salud del varén a nivel nacional

En la actualidad, el segundo tipo de cancer mas comun en varones, es el
cancer de préstata, solamente es superado por el cancer de pulmén a nivel
mundial. Y a nivel nacional esta situacion se agrava, debido a que el CaP causa
mas muertes que cualquier otro tipo de cancer en los hombres mexicanos
(GLOBOCAN, 2018) (Figura 3). Normalmente, los pacientes de esta enfermedad
responden satisfactoriamente al tratamiento si el CaP es diagnosticado a tiempo;
el rango de edad promedio de la afeccion se encuentra entre los 65 y 70 afos

(American Cancer Society, 2020; U.S. Cancer Statistics Working Group, 2016).

Rate of New Cancers by Age Group (years), All Races, Male
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Fig. 3. Proporcion de casos de CaP por cada 100 varones en los Estados
Unidos de América. La mayoria de los casos se encuentran en sujetos con mas

de 60 afos (siendo la media de 66 afios) y aunque los casos en sujetos menores
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de 50 afios son menos de 100 por cada 100,000 varones al afio, se recomienda
someterse al tamizaje de CaP a partir de los 40 arios (Cancer Statistics Working
Group, 2016).

La avanzada edad de los pacientes favorece que en algunos casos, éstos
mueran por afecciones no relacionadas con el CaP (Albertsen, et al., 2011). Sin
embargo, se ha demostrado que el sobrediagndstico también ha resultado ser
perjudicial para la supervivencia de los pacientes (Klotz, 2013). Este fenbmeno
coincide con el surgimiento de nuevos métodos diagnésticos y biomarcadores
para el CaP, siendo la prueba de PSA una base soélida para el tamizaje de la

enfermedad.

Segun datos del Programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados
Finales (SEER, por sus siglas en inglés), la tasa de supervivencia relativa a 5 afios
(TSR) de los pacientes depende directamente de la deteccién temprana del CaP.
Cuando el CaP es diagnosticado en un estadio temprano, localizado solamente en
la prostata la TSR a 5 afios es de 100%. Si el CaP se encuentra en la préstata y
tejidos circundantes cuando es diagnosticado la TSR a 5 afos de los pacientes
sigue siendo de 100%. Sin embargo, cuando el CaP es diagnosticado y

encontrado en tejidos distantes a la préstata la TSR a 5 afios disminuye a 31%.

2.2 La prueba del antigeno prostatico especifico

El antigeno prostatico especifico representa a una proteina que se encarga

disolver los grumos en el liquido seminal, y a finales del siglo pasado se desarrolld
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una prueba para determinar su concentracion en sangre (Chan & Sokoll, 2000).
Fue hasta 1986 cuando la FDA (U. S. Food and Drug Administration) aprob6 su
uso en el monitoreo de pacientes previamente diagnosticados con CaP. En ese
entonces todavia no se contaba con estandares internacionales para la prueba, y
el resultado de cada analisis dependia de cada laboratorio en donde se realizara
(Chan & Sokoll, 2000). Tuvieron que pasar casi 10 afios (1994), para que la
prueba de PSA se fuese reconocida por la FDA como un recurso valioso en el
diagnéstico de CaP (National Cancer Institute, 2017). EIl PSA es secretado por
células epiteliales de la préstata, y a pesar de que un incremento en su
concentracién sérica puede deberse a varios factores, se sospecha de CaP
cuando sus valores son superiores a 4 ng/ml (Eastham, 2017).
Desafortunadamente, esto no distingue a los pacientes con un CaP clinicamente
significativo de los sujetos con tumores sin relevanca clinica (Fujita & Nonomura,

2018) y puede derivar en el sobretratamiento del paciente (Figura 4).

No detectable disease; Low volume bone disease; High volume bone disease,

) ' . ' ) . ) Visceral disease®
asymptomatic ; asymptomatic ¢ pain, fatigue, anaemia

PSA concentration

Non-metastatic Metastatic and asymptomatic | Metastatic and s}ymptomatic |

v

Time
Fig. 4. Fluctuaciones en concentracion de PSA en sangre a lo largo de la
transcurso del CaP. Dichas fluctuaciones podrian formar un escenario en donde



el CaP pase desapercibido para los urologos, o en donde el paciente sufra los

efectos secundarios del sobretratamiento (Lorente, et al., 2015).

Desde su adopciéon como prueba de tamizaje, la determinacién de la
concentracién del PSA ha disminuido ligeramente la mortalidad por cancer de
prostata (hasta 107 muertes por cada 100,000 casos), sin embargo el costo del
sobrediagnostico no ha sido calculado con exactitud (Howrey, et al, 2013). Se
estima que por cada 1000 varones de entre 55 a 69 afos, que se sometan a
pruebas de tamizaje de CaP anualmente durante 15 afios, hasta 120 sujetos
resultarian ser falsos positivos (aun después de una biopsia transrectal y sus
consecuencias), 100 serian diagnosticados con la enfermedad y solo se evitaria
una muerte por CaP (USPSTF, 2018). La deteccion de CaP basada en la prueba
de PSA podria derivar en la localizacién de tumores que podrian jamas causar
sintomas a los pacientes, sin embargo el tratamiento de ese tumor causaria todos
los efectos indeseados del procedimiento como disfuncién eréctil e incluso

incontinencia urinaria y fecal (Fenton, et al., 2018).

La prueba de PSA no diagnostica CaP por si sola, debe ir acompafnada de
otros examenes para evitar falsos positivos y negativos, ademas de reducir el

riesgo de tomar una biopsia innecesaria.



2.3 Diagndstico confirmatorio de cancer de prostata

El diagndstico presuntivo de CaP debe siempre ser sucedido por un TDR y
confirmado con el analisis de una biopsia transrectal. Esto evitaria iniciar un

tratamiento para un tumor que no pone en riesgo la vida del paciente (Descotes,

2019).

El TDR es un procedimiento sencillo, rapido y normalmente no posee

efectos adversos en la salud del paciente (Figura 5). Hay tres posibles resultados

del TDR que pueden ser explicados de forma breve:

- Tacto normal: El urélogo debe evaluar si el tamafno de la prostata en el paciente

es acorde a la media de su grupo de edad.

- Prostata agrandada: La prostata crece conforme el organismo envejece y una
prostata agrandada es normal en hombres mayores de 50 afos (Jones et al,

2018).

- Rigidez en la préstata: Una prostata mas rigida de normal o con una textura
aspera es considerada una anomalia y podria indicar la presencia de un tumor

maligno (Hamilton et al., 2006).
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Fig. 5. Tacto digital rectal. El TDR es una prueba impactante para los pacientes.

Ademas, no es un examen infalible, el tumor podria no estar al alcance del urélogo

y eso afectaria la sensibilidad del analisis (Prostate cancer UK, 2020).

El TDR también puede ser una via para detectar hiperplasia prostatica
benigna (HPB). El HPB es un fendmeno comun y se estima que alrededor de 1 de
cada 3 varones mayores a 50 afos podrian tener algun sintoma relacionado al

crecimiento de la prostata como obstruccién urinaria (Prostate Cancer UK, 2020)

2.3.1 Biopsia transrectal

Una vez que el urélogo ha encontrado anomalias en el TDR de un paciente,
revisa su historial para evaluar si es candidato a una biopsia transrectal (Figura 6).
La biopsia transrectal es un procedimiento que puede complicar la salud de los
pacientes. Hasta el 6.9% de sujetos sometidos a una biopsia transrectal podrian

sufrir infecciones bacterianas, hematuria, obstruccién urinaria, disfuncién eréctil y



en casos mas graves septicemia (Pelayo-Nieto et al,, 2015). Existe también la
posibilidad de que el sujeto no tenga un tumor que ponga en riesgo su vida, sin
embargo los efectos de la biopsia afectaria el bienestar del paciente.

Biopsia transrectal

Pré:stataf A

Sonda de
ecografia

Fig. 6. Biopsia transrectal. Es la forma mas eficaz de detectar CaP, sin embargo

en algunos casos viene acompariada de efectos adversos para el paciente.

2.3.2 Puntaje Gleason

El tejido extraido a travées de la biopsia transrectal es analizado por el
patdlogo, y clasificado por su puntuacién Gleason (GS). Normalmente se realizan
entre 8 y 16 cortes de tejido de préstata y cada uno tiene posibilidad de presentar
tejido transformado o tejido sano. La similitud entre el tejido en la biopsia vy tejido

canceroso determina el puntaje que se asigna al corte.
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La puntuacién Gleason clasica resulta de la adicion de los grados
histolégicos con mayor prevalencia, esto resulta en una escala de 2 a 10. El
puntaje es reportado con sus factores expuestos (GS 3+4=7 es distinto a GS
4+3=7), debido a que es comun proyectar diferentes prondsticos de acuerdo al
componente con menor grado de transformacion (Chan, et al.,, 2000). Los tumores
que presentan una puntuacion Gleason menor a 7 (resultado de 3+4) se
consideran de poco riesgo para la vida del paciente, mientras que los puntajes
mayores o iguales a 7, se consideran clinicamente significativos. El pronéstico
empeora conforme la puntuacién sube, aunque tratar un tumor de Gleason 6
podria causar mas dafio que la misma neoplasia (Howrey, et al., 2013). El sistema
de clasificacién Gleason también presenta sus limitaciones, debido a esto se

desarrollaron los grupos de grado Gleason para evitar imprecisiones:

- Grado 1: GS <6.

- Grado 2: GS 3+4 =7
- Grado 3: GS4+3 =7
- Grado 4: GS 8

- Grado 5: GS =29

El grupo de grado 1 incluye a casos con tejido bien diferenciado y eso
implica hormalmente un buen pronédstico en la salud del paciente. En contraste, el
grupo de grado 5 incluye casos con tejido vagamente diferenciado, estos tumores
ponen en riesgo la vida del paciente y estan asociados a un mal prondstico

(Association of Directors of Anatomic and Surgical Pathology, 2017; National
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Cancer Institute, 2020). Los grupos del 2 al 4, representan casos intermedios entre
un riesgo moderado y una enfermedad grave, aunque el tumor se considera

clinicamente significativo a partir del grado 2 (O'Malley P, et al., 2017).

De una forma mas completa, la agrupaciéon de los estadios del cancer
integra diversos conceptos que resultan Utiles para el pronéstico y el monitoreo del
paciente. El sistema de estadificacion toma en cuenta el grado del tumor, su
tamano, e incluso su localizacién en el cuerpo (AJCC, 2018; National Cancer

Intitute, 2015). Existen 4 estadios principales en los que se clasifica al CaP:

- Estadio I: El tumor es pequefio, no palpable, localizado sélo en tejido de préstata.
La concentracion de PSA es menor a 10 ng/ml y pertenece al grupo 1 de grado

Gleason.

- Estadio I Tumor pequefno todavia localizado en la prostata, en este estadio
puede llegar a ser detectado en TDR. La concentracién de PSA es de 10 a 20

ng/ml. Sin embargo, la probabilidad de que el cancer prolifere es mas alta.

- Estadio Illl: EI tumor pertenece a un grupo de grado alto. Se considera un cancer
avanzado con altas probabilidades de que haya migrado a tejidos adyacentes al

epitelio de la préstata. Concentracion de PSA de mas de 20 ng/ml.

Estadio IV: En este estadio las células del cancer han migrado a los ganglios

linfaticos e incluso podrian establecerse en otros 6rganos y tejidos distantes.
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Los estandares de referencia de estadificacion del cancer se actualizan
regularmente, y cada vez son mas precisos para ayudar a los médicos a tratar y
monitorear al paciente (AJCC, 2018). La estadificacién es de gran ayuda cuando
el paciente ya ha sido diagnosticado con cancer y forma parte de los estandares
internacionales que tratan de compensar las imprecisiones de los métodos
diagnosticos y sistemas de clasificacion. Sin embargo, calcular el riesgo de
desarrollar algun tipo de cancer durante alguin momento de la vida aun es un

objetivo comun dentro de la comunidad cientifica.

2. 4 La calculadora de riesgo para la prevencion del cancer de prostata

El calculo del riesgo de desarrollar CaP ha sido objeto de grandes
esfuerzos por parte urélogos, patdlogos, oncélogos, bidlogos moleculares y hasta
expertos en estadistica. Se han desarrollado una gran cantidad de modelos con
toda clase de datos del historial clinico y habitos cotidianos del paciente. Sin
embargo, probablemente uno de los logros mas notables en el area, ha sido el
desarrollo de la calculadora de riesgo para la prevencién de cancer de préostata

(PCPT-RC) (Figura 7).

La PCPT-RC fue creada con la intencion de influenciar la decision de
someter al paciente a una extracciéon de biopsia transrectal. Indudablemente, la
biopsia transrectal es el recurso mas valioso para diagnosticar el CaP, a pesar de

las consecuencias que podria desencadenar en la vida del paciente. La idea
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principal era evitar obtener una biopsia que no era necesaria, asi el paciente podia
eludir los efectos indeseables del procedimiento, y se le proporcionaba un
tratamiento y monitoreo adecuados a su prondstico (Ankesrst, et al., 2014). La
primer PCPT-RC se volvié publica a mediados de la década del 2000 como una

herramienta para el personal medico.

El modelo que dio a origen a la calculadora surgié de un protocolo del
departamento de urologia del centro de investigacion en ciencias de la salud de la
universidad de Texas (UTHSC). Reclutaron a 5,519 varones que no tenian cancer
de prostata y los monitorearon (concentraciéon sérica de PSA, historial familiar de
CaP, resultados de TDR, biopsias transrectales, entre otras variables clinicas)
durante 7 afios. Realizaron un analsis de regresion logistica con los datos
obtenidos y desarrollaron el modelo que dio origen a la calculadora (Thompson, et

al., 2008).

Result More Information

Risk of prostate cancer if biopsy were to be
performed

Based on the provided risk factors a prostate biopsy performed
would have a:

.14% chance of high-grade prostate cancer,

(4 19% chance of low-grade cancer,

67% chance that the biopsy is negative for
cancer.

About 2 to 4% of men undergoing biopsy will have
an infection that may require hospitalization.

Please consult your physician concerning these results.

Fig. 7. Resultado de la PCPT-RT. Actualmente, la calculadora de riesgo es facil

de utilizar y tiene una interffaz amigable para el uso de personal médico, y
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pacientes con sospecha de CaP (Thompson, et al, 2014). Disponible en
https://riskcalc.org/PCPTRC/.

En 2012, s6lo 6 afios después de la consumacién del proyecto original, la
PCPT-RC fue actualizada por el mismo equipo para anadir nuevos biomarcadores
descubiertos por otros grupos de investigacion, y hacer de la calculadora mas
precisa (Ankesrst, et al., 2014). A partir de ese entonces se han propuestos
diversos modelos, que incluyen biomarcadores candidatos y son cada vez mas
complejos en su forma de manejar las variables. Esto los vuelve mas adecuados a
la practica clinica y ha impulsado la busqueda de biomarcadores que puedan

complementar su utilidad clinica en combinacién con lo parametros tradicionales.

2.5 Busqueda de biomarcadores mas efectivos

La evaluacibn de biomarcadores relacionados con CaP en fluidos
corporales parece ser una buena alternativa no invasiva para tamizaje. Muchos
estudios han descrito la orina como un fluido corporal util para la deteccién no
invasiva de biomarcadores en casos de neoplasias malignas de origen urolégico
como el CaP (Martignano et al,, 2017; Tosoian et al., 2016), ya que permitirian el

diagndstico temprano.

La presencia de células de cancer en secreciones prostaticas fue vista
como un método diagnéstico viable para cancer de préstata, por su fundamento

simple y requerimientos tecnolégicos basicos (Albers et al., 1949). Sin embargo, la
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falta de sensibilidad y especificidad hizo que este método fuese reemplazado
rapidamente por otras pruebas mas novedosas (Fujita et al., 2009; Garret &
Jassie, 1976). También se ha intentado utlizar a las proteinas como
biomarcadores para cancer de préstata en orina (Tanase et al., 2017), y el ADN ha
despertado un interés similar, sin embargo los resultados no han sido

satisfactorios en algunos casos (Salvi, et al., 2015).

Algunos biomarcadores han mostrado resultados prometedores en ensayos
clinicos (sensibilidad mayor a 80%) y pueden utilizarse en conjunto con el
diagnostico molecular, como es el caso del PHI (Prostate Healt Index). EI PHI
resulta de una férmula que combina el PSA libre (PSA que no se encuentra unido
a proteinas), PSA total y p2PSA (isoforma mas estable de precursor de PSA)
(Loeb & Catalona, 2014). Todos sus datos de entrada provienen de un analisis de
sangre y sus resultados pueden considerarse en un modelo mas complejo que

integre mas de un biomarcador o serie de parametros clinicos (Scattoni, et al,,

2013).

Tomando como base esta idea, se han propuesto pruebas que incluyen
diversos tipo de biomarcadores. El panel de las 4 calicreinas (denominado asi de
forma trivial por los investigadores del area) se compone de 3 biomarcadores
candidatos de ARN para CaP (Homeobox C6 o HOXCG6, Tudor Domain Containing
1 o TDRD1, Distal-Less Homeobox 1 o DLX1) en conjunto con el PSA sérico que
se cuantifica tradicionalmente (Leyten, et al., 2015) (Figura 8). Este panel fue

modificado poco después para desarrollar un modelo que fue sometido a prueba
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en diversos hospitales en Holanda, y segun los investigadores a cargo del
proyecto, lograron disminuir el nimero de biopsias innecesarias sin tener una

disminucion de la sensibilidad (Van Neste, et al. (2016).

Muestrasde
tejidoy
microarreglos

Q 39 genes

Muestras de
sedimento
urinarioy RT-
qPCR

\ 4

3 genes y sPSA

sPSA, HOXC6,
TDRD1 y DLX1

Fig. 8. Breve esquematico del flujo de trabajo utilizado en el descubrimiento
del panel de las 4 calicreinas. El panel propuesto en este estudio fue modificado
para sintetizar un modelo que fue puesto en practica con resultados prometedores

(Leyten, et al., 2015).

Hoy en dia tenenemos precedentes de varios tipos de biomarcadores
urinarios, dependiendo de su fuente de origen: ADN, ARN vy proteina (Goessl et
al., 2001; Payne et al., 2009; Tosoian et al., 2016). Aunque el biomarcador mas
utilizado es el RNA largo no codificante: antigeno 3 del cancer de prostata (PCA3),
primer ARN urinario aprobado por la Administracién de alimentos y Medicamentos

(FDA) para su deteccion diagnostica (Martignano et al., 2017).
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La mayoria de los biomarcadores basados en ARN urinario se cuantifican
en sedimentos urinarios (Figura 9), que podrian contener células y fragmentos de
células pertenecientes a la prostata. Las muestras de orina para el diagndstico de
CaP a menudo se recolectan después de una tacto digital rectal (Garret & Jassie,
1976), ya que aumenta la cantidad de biomarcadores relacionados con CaP (Fujita
& Nonomura, 2018). La corta vida del ARN debido a su inherente inestabilidad es
el principal problema para este tipo de analisis. Ademas la orina posee una alta
cantidad de ribonucleasas (Blank & Dekker 1981; Sugiyama et al,. 1981), que

provocan la fragmentacion del ARN de interés.

Por esta razon, los niveles de expresién de el ARNm de PCA3 deben
normalizarse con los niveles de ARNm de PSA para encontrar una relacién con la
cantidad de células CaP en la orina (Martignano et al., 2017), asi como se han
realizado asociaciones de nuevos métodos acoplados a los estandares (Xia et al,,

2016).
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‘ Proteinas ‘

Fig. 9. Flujo general de trabajo para identificacion de biomarcadores de CaP
en orina. Modificado de: Wu, D etal., (2017). Urinary biomarkers in prostate

cancer detection and monitoring progression. Crit Rev Oncol Hematol. 2017
Oct;118:15-26. doi: 10.1016/).critrevonc.2017.08.002. Epub 2017 Aug 19.

2.51 PCA3

El gen de PCA3 (también conocido como Cédigo de despliegue diferencial
3, DD3) posee alrededor de 23,000 pb y esta localizado en el cromosoma 9g21—
22. El transcrito no puede traducirse debido a la presencia de multiples codones
de paro en su secuencia y es por esto que es clasificado como un ARN largo no
codificante (Bussemakers et al., 1999). Es un transcrito prostatico especifico
presente en el 95% de casos de CaP y significativamente sobreexpresado en
tejido canceroso (Schalken, 1998). PCA3 esta ausente en tejido benigno de

prostata y otros tipos de tumores (Bussemakers et al., 1999; de Kok et al,. 2002)
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(Figura 10). Esto lo vuelve un biomarcador con un gran potencial diagndstico y un
sélido candidato para el pronéstico de la enfermedad (Schmid et al., 2015).
También es el primer biomarcador urinario para CaP aprobado por la FDA en
2012, para uso en varones con una biopsia negativa previa (Fujita & Nonomura,

2018).

* Project title: HPA RNA-seq normal tissues

¢ Description: RNA-seq was performed of tissue samples from 95 human individuals representing 27 different tissues in order to determine tissue-specificity of
all protein-coding genes

* BioProject: PRJEB4337

o Publication: PMID 24309898

* Analysis date: Wed Apr 4 07:08:55 2018
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Fig. 10. Expresion de PCAS3 en diferentes tejidos. La expresién es de PCA3 es
especifica de tejido de préstata. Y se sobreexpresa en CaP (NCBI, 2020).

La relevancia diagnéstica de PCA3 ha ido refinandose con el paso de los
afios (Fradet et al., 2004; Groskopf et al., 2006; Hessels et al., 2003; Shappell et
al., 2009). Hasta que finalmente surgié un ensayo que era capaz de cuantificar el
ARNInc PCA3 y el ARNm de PSA en orina de pacientes, lo cual implicaba un
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diagndstico aun menos invasivo que las pruebas séricas (Tinzl et al., 2004). Vale
la pena mencionar que se ha intentado acoplar el diagnéstico mediado por el
PCA3 y otros biomarcadores (Laxman et al., 2008; Ouyang et al., 2009; Rigau et
al,, 2009) como TMPRSS2-ERG en orina. Se ha documentado que esto puede
incrementar la sensibilidad del estudio, aunque podria disminuir la especificidad
(Hessels et al.,, 2007). Al mismo tiempo, diversos grupos se han sumado a la
deteccion de PCA3 dentro de otro biomarcador de gran potencial: Las células
circulantes de tumor (CTC) (Jost et al., 2010; Shaw et al., 2008). Aunque los
resultados parecen prometedores, se requieren mas estudios para confirmar la

viabilidad del método que surja a partir de los datos publicados.

El analisis actual de PCA3 se realiza utilizando el ensayo desarrollado por
HOLOGIC; PROGENSA PCA3 assay (© 2006—-2013 Gen-Probe Inc.). Una prueba
de amplificacién que detecta el ARNm del PCA3 en la orina masculina para
generar el llamado "Puntaje PCA3" (Hessels et al., 2003). Con un valor de corte
inicial de 50, el ensayo PROGENSA demostré una sensibilidad del 69% y una

especificidad del 79% (de la Taille, 2007).

Numero de copias

\ de PCA3
Puntaje PCA3 —— X 1000
Numero de copias

de PSA

Un metaanalisis reciente mostrd que un corte de PCA3 de 20, en lugar de

35, usando el ensayo PROGENSA obtuvo una sensibilidad optimizada en caso de
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repeticion de biopsia de préstata. Tambieén mostré que >50% de las biopsias
podrian haber sido evitadas en el mismo valor de corte (Martignano et al., 2017).
Este kit ha sido sometido a mudltiples pruebas en diversos estudios a lo largo del
mundo (Wang et al., 2017). A pesar de que los resultados han sido tema de
debate, los kits que aprovechan la presencia de biomarcadores especificos de
tumor como PROGENSA representan una esperanza para encontrar el método
diagndstico y predictivo definitivo, al menos para cancer de prostata (Malik & Feng,
2016). Interesantemente, ha servido de inspiracibn para otros métodos
diagnésticos, y de sus estudios se han encontrado otros biomarcadores con una
prometedora relevancia clinica (Albitar et al., 2016). Sin embargo, este estuche no
esta disponible para su utilizacién en México, y requiere un equipo especial para
su analisis. Es por eso que se requiere especial atencién en el desarrollo de
tecnologias que puedan mejorar el diagndstico y prondstico de los pacientes de
CaP. Los antecedentes en el campo indican la viabilidad de un método similar al
aprobado por la FDA, para ser implementado en nuestro pais. Esto con el afan de
compensar el rezago y poner al dia la investigacién clinica mexicana con el resto

del mundo.
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Capitulo lll - Justificacién

El CaP se encuentra en primer lugar de morbilidad y mortalidad en la
poblacién masculina de nuestro pais, por lo que es un problema de salud y existe
la necesidad de mejorar los métodos diagnésticos actuales. Aunque el PSA es el
marcador utilizado para la deteccion temprana y monitoreo de CaP, tiene

limitaciones debido a su inespecificidad.

A lo largo del tiempo, se han propuesto diversos biomarcadores para
diagnéstico de CaP en la literatura. Siendo PCA3 el unico biomarcador aprobado
en conjunto con el PSA, como auxiliar en decisiones médicas por la FDA, nos
propusimos establecer un método para su analisis, y probarlo en lineas celulares,

asi como en tejido tumoral de CaP.
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3.1 Objetivo General:

« Estandarizar un método para analizar la expresiéon de PCA3 y PSA en

lineas celulares y cancer de préstata.

3.2 Objetivos especificos:

1. Desarrollar la curva de calibracion para medir el ARNInc PCA3 y el ARNm

de PSA por gPCR.

2. Analizar la expresién de PCA3 y PSA en lineas celulares de CaP.

3. Analizar la expresion de PCA3 y PSA en muestras de tejido de pacientes

con CaP y con HPB.
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Capitulo IV - Material y métodos

4.1 Material

Consumibles

Reactivos:

Agua bidestilada, Azul de tripano (Corning™, 15393661), Etanol 100%
(EMPARTA® ACS, 107017), ezDNase™ Enzyme (Invitrogen™, 11766051),
gBlocks ™( Integrated DNA Technologies, Inc.), Isopropanol 100% (EMPROVE®,
100995), Medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco™, 11875119), F-12K de Ham
(Gibco™, 21127022), PCA3 TagMan Gene Expression Assay (ID
Hs01371939 g1, ThermoFisher Scientific), PSA TagMan Gene Expression Assay
(ID Hs02576345 m1, ThermoFisher Scientific), 18S TagMan Gene Expression
Assay (Hs99999901 s1, ThermoFisher Scientific), Quick-RNA™FFPE Kit (Zymo
research, R1008), SuperScript IV First-Strand Synthesis System (Ihvitrogen™,
18091050), Solucién de desinfeccién (Cloralex ®), TRIzol Reagent (Invitrogen™,
15596026), TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems™ 4326708)

Materiales

Bisturi, Guantes de nitrilo (Ambiderm™), MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate
(Applied Biosystems™ N8010560), Puntillas para micropipeta 10, 200 y 1000 pL,
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Tubos conicos para centrifuga (Falcon™, FA352098), Tubos para microcentrifuga
(SSI, Pk/1000).

Equipo

Centrifuga refrigerada (Biorad), Nanodrop 2000 (Thermo Fisher), 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied biosystems), Vortex genie (Scientific Industries).
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4.2 Métodos

Estrategia general

1.- Estandarizacion 2.- Detecci6n en orina 3.- Biopsias
contaminada | -
gBlocks® Gene artificialmente l c
Fragments —— o i ‘ .
+ : & S
/ s““ / 3 Lineas
/1 s el Quick-RNA FFPE
fasaia ‘ Miniprep
Sandard ourve TRizol™ o
 Ettcioncy 904 Ross (@Yoo f
% ZYMO RESEARCH
invitrogen
Sion ‘

Analisis ( Retrotranscripcion \
estadistico
& ADNc
SuperScript™ IV
First-Strand
Synthesis System
7500 Fast Real-Time PCR S

System

Fig. 11. Estrategia general de la metodologia. Primero se realizara la
estandarizacion del método cuantitativo de los biomarcadores, seguido de una
cuantificacion en lineas celulares, para concluir el estudio con un analisis de

biopsias tumorales incluidas en parafina.

4.2.1 Objetivo 1. Elaboracién de curva de calibracién para qPCR

Para determinar el numero de copias en cada muestra, se realiz6 una curva
de calibracién utilizando ADN sintético "g-Block" (g-Blocks Gene Fragments, IDT®)

como estandar. El disefio fue basado en secuencias utilizadas anteriormente como
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estandar por otro grupo de trabajo (Coelho, et al., 2015). El gBlock disefiado para
este protocolo conté con las secuencias del ARNm de PSA y la variante 1 del
transcrito de PCA3 separadas por una secuencia de 30pb sugerida por el

proveedor:

>PCA3-PSA Gblock

GTGAGAAATAAGAAAGGCTGCTGACTTTACCATCTGAGGCCACACATCTGCTGAAATG
GAGATAATTAACATCACTAGAAACAGCAAGATGACAATATAATGTCTAAGTAGTGACAT
GTTTTTGCACATTTCCAGCCCCTTTAAATATCCACACACACAGGAAGCACAAAAGGAA
GCACAGAGATCCCTGGGAGAAATGCCCGGCCGCCATCTTGGGTCATCGATGAGCCT
CGCCCTGTGCCTGGTCCCGCTTGTGAGGGAAGGACATTAGAAAATGAATTGATGTGT
TCCTTAAAGGATGGGCAGGAAAACAGATCCTGTTGTGGATATTTATTTGAACGGGATT
ACAGATTTGAAATGAAGTCACAAAGT GAGCATTACCAATGAGAGGAAAACAGACGAG
AAAATCTTGATGGCTTCACAAGACATGCAACAAACAAAATGGAATACTGTGATGACAT
GAGGCAGCCAAGCTGGGGAGGAGATAACCACGGGGCAGAtgcatatctccggtgegtaacatge
agtacATGTGGGTCCCGGTTGTCTTCCTCACCCTGTCCGTGACGTGGATTGGTGCTGC
ACCCCTCATCCTGTCTCGGATTGTGGGAGGCTGGGAGTGCGAGAAGCATTCCCAACC
CTGGCAGGTGCTTGTGGCCTCTCGTGGCAGGGCAGTCTGCGGCGGTGTTCTGGTGC
ACCCCCAGTGGGTCCTCACAGCTGCCCACTGCATCAGGAA

Los primers que fueron utilizados para la amplificacién se encuentran
disponibles comercialmente en ThermoFisher Scientific como TagMan® Gene
Expression Assays. El ensayo que se utiliz6 para la amplificacién de PCAS3 tiene el
ID Hs01371939 g1 y el ensayo para la amplificacibn de PSA fue el ID
Hs02576345 m1. Se utilizé6 también la subunidad ribosomal 18S como endégeno
de referencia con el ID de ensayo Hs99999901 s1.
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Para obtener el plot de amplificacion el g-block fue diluido en agua libre de
nucleasas hasta obtener una concentracién de 10 ng/uL. Se tomaron 5 yL de esta
solucién y se aforaron a 100 uL. La dilucién resultante (0.5 ng/uL) fue utilizada
para realizar diluciones seriadas 1:10. En total se obtuvieron 10 diluciones para
tener un rango de concentracion de 50 pg/uL a 50 zg/uL. (Figura 12). Cada
mezcla de reaccion a determinada concentracion de ADN fue amplificada y se
genero el plot de amplificacion. El Ct (Ciclo umbral o Cycle treshold en inglés) de
cada dilucion fue graficado en una curva de calibracién que luego se utilizé como
referencia para predecir la concentracibn de cada muestra. El resultado fue
reportado en numero de copias por lo que el valor de la masa utilizado en cada
mezcla de reaccidon tendra que ser convertido a niumero de copias utilizando la
formula que relaciona el numero de moles con la masa en gramos y la masa

molecular en UMA.
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a) Amplification plot
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Fig. 12. Esquema de elaboracion de curva estandar. a) Generacion del plot de

amplificacion mediante diluciones seriadas del gBlock (estandar). b) ID de primers

y sondas utilizadas para amplificacion de PCA3 y PSA. c) Secuencia de gBlock

utilizado. En naranja se muestra la secuencia de PCA3, en minlsculas negras se

muestra el separador de 30 pb recomendado por el fabricante y en azul se

encuentra resaltada la secuencia de PSA.

4.2.2. Objetivo 2. Analizar la expresion de PCA3 y PSA en lineas celulares de

CaP

Para determinar el numero de copias de PCA3y PSA en orina se prepararon
soluciones de orina contaminadas con células LNCaP y PC3. Se cultivaron las
lineas LNCaP (control positivo) y PC3 (control negativo) para el ARN total de los

sedimentos urinarios que contenga los transcritos de interés (PCA3y PSA).
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4.2.2.1 Cultivo celular de LNCaP y PC3

Las células LNCaP fueron cultivadas en contenedores rectangulares de 25
cc (Corning®) con el medio RPMI 1640 (Gibco™) con 10% de SFB, y
almacenadas en una incubadora, con CO al 5%. Las células de la linea PC3, se
almacenaron bajo las mismas condiciones que la LNCaP, pero cultivadas con
medio Ham's F-12K con 10% de SFB (Figura 13). Cuando el cultivo alcanzé una
confluencia celular de 70 - 90%, se descarté el medio de cultivo para después
afadir 1 mL de tripsina 1X sobre la monocapa. La tripsina no se dejé en contacto

con las ceélulas mas de 5 minutos para evitar el dafio celular irreversible.

LNCaP (+)

Fig. 13. Micrografias de lineas celulares utilizadas y sus respectivos medios
de cultivo. LNCaP (+) expresa PCA3 y PSA, mientras que PC3 (-) carece de

ambos biomarcadores.
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Una vez que la tripsina comenzd a separar las células en monocapa, la
mezcla de células con tripsina se colocd en un vial de 2 mL para su posterior
centrifugacién a 500 g durante 3 - 5 minutos. Se descartd la tripsina (el
sobrenadante) y las células fueron resuspendidas en medio de cultivo. Se
homogeneizd la soluciéon de células con micropipeta. Una vez que desaparecieron
todos los cumulos celulares detectables a simple vista, se tomaron 10 uL de la
solucién de células, los cuales se vertieron en un vial con 10 pL de azul de tripano
(0.4%). La solucién se mezclé con la micropipeta y se vertieron los 20 UL en la
camara de Neubauer para el conteo celular. Una vez obtenido la solucién de
ceélulas con azul de tripano 2:1, la mezcla se coloco entre el cubreobjetos y las
zonas de conteo de la camara. Las células se contaron en los cuatro cuadrados

grandes (1 mm X 1m mm cada uno) de las esquinas dos veces (cada una con 10

uL).

En el conteo se excluyeron las células que se encontraban tefidas de color
azul (células muertas). Tampoco se contaron las células que tocaban las lineas de
alguno de los 16 cuadrados pequefios que conforman a cada cuadrado grande (1
mm X 1 mm). Las células contadas debieron ser incoloras y estar uniformemente
distribuidas a lo largo de la muestra para evitar repetir la mezcla de solucidén con

células y azul tripano.
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Para calcular el numero de células por mL, se obtuvo el promedio de los
cuatro cuadrados grandes, luego se dobld el resultado, para después calcular

10,000 veces esa cantidad.

Formula utilizada:

[(Promedio de 4 cuadrados grandes) (2)] X [10,000] = Numero de células por mL

Posteriormente se realizd la extracccion de ARN total (procedimiento

4.2.2.3), retrotranscipcion (procedimiento 4.2.4) y qPCR (procedimiento 4.2.5).

4.2.2.2 Estandarizacion del método cuantitativo en cultivo celular

Se realizaron alicuotas de 350,000 a 60,000 células de las lineas celulares
LNCaP y PC3 de cultivos con al menos el 70% de confluencia en contenedores de
25 cc (Figura 14). Cada alicuota fue aforada con orina de un sujeto sano hasta
alcanzar el volumen de 1 ml. Cada vial con células en orina fue centrifugado
durante 3-5 min a 500 g. Se descarté el sobrenadante y se realizé una extraccién
de ARN, retrotranscripcién y amplificacion mediante qPCR como se ha descrito
previamente. Las células LNCaP expresaron los biomarcadores PSA y PCA3, y

estos fueron cuantificados. Las céluas PC3 no expresan ninguno de estos
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biomarcadores y no pudieron ser detectados por la gPCR (van Bokhoven, et al.

2003). Posteriormente se realizd6 la extracccion de ARN total (procedimiento

4.2.2.3), retrotranscipcion (procedimiento 4.2.4) y qPCR (procedimiento 4.2.5).

Conteo con camara
Tincién con de Neubauer
Tratamiento | a7yl tripano
con tripsina
10 uL I i
1mL Dilucion sl
1:2
Confluencia
70-90% Extraccién i
/ de ARN invitrogen L
250 pL
< — Diluciones
1:2
h B =
337.5 mil r?;;‘:?:n ~ 300 uL 0 =2un
168.75 mil P s (112.5 X 10,000) (2) =
84.375 mil 50% orina o Triplicado 2,250,000 células

medio de cultivo

= 675 mil células
viables por cada

viables por ml

repeticion

Fig. 14. Flujo de trabajo para la estandarizacion del método cuantitativo en

cultivo celular.

4.2.2.3 Extraccion de ARN de las lineas celulares con TRIzol™

4.2.2.3.1 Lisis de la muestra y separacion de fases

34



Las suspensiones de las lineas celulares fueron centrifugadas durante 10

minutos a 500 g para formar un paquete de células en el fondo del vial. Se

removié el sobrenadante con una micropipeta y se resuspendié el paquete con

500 pL de TRIzol™ Reagent (Life Technologies®) (Figura 15). La mezcla se

homogeneizd con vortex para después incubar el lisado durante 5 minutos.

Se afiadieron 100 pL de cloroformo a la mezcla de TRIzol™ Reagent y

restos celulares. Se incubaron durante 2 minutos para luego centrifugar la muestra

durante 15 minutos a 12,000 rpm en centrifuga refrigerada a 4 °C. La mezcla se

separd en 3 fases, una incolora en la parte superior (fase acuosa que contiene el

ARN total), una interfase opaca (que contiene el ADN) y una fase en la parte

inferior de color rojo (fase organica). La fase acuosa fue transferida (a un nuevo

vial.

|#__ SamplelD _ Username _Date and Time Nucleic Acd Conc__Unt__ A260 _ A280 2

Diluciones A
. s Separacion con
5 Lisis celular
de células cloroformo
= —
‘ = Centrifugaciéon N ;:'a?e'nt 120 pL
i T B~ invitrogen I B +60pLde
Eliminaciéndel %» ThemeFhrSonfic ¢~ cloroformo (e fase
sobrenadante :
500 pL 300 pL acuosa

Cuantificacion
en Nanodrop
2000

durante 10 minuto

—]

» - Resuspensién
h _\ en 10 pLde
e agua

Lavados con
alcoholes

&

v -
Etanole
isopropanol

!

Centrifugacion
12,000 g a 4°C

e e

Germplone

Fig. 15. Esquema de extraccion de ARN a partir de cultivo celular.
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4.2.2.3.2 Precipitacion, lavado y resuspension del ARN

A la fase acuosa se le afadieron 250 pL de isopropanol. La mezcla se
incubo durante 10 minutos a -20 °C y se centrifugo a 12,000 rpm a 4 °C durante 10
minutos. Si la cantidad de acidos nucleicos lo permite, el ARN se muestra como un
precipitado de color blanco en el fondo del vial. El sobrenadante fue descartado

con una micropipeta sin tocar el paquete de acidos nucleicos recién formado.

Se anadieron 500 yL de etanol al 75% al vial con el paquete de acidos
nucleicos. Se utilizé el vortex para remover las sales contenidas en el paquete y
luego se centrifugd la muestra a 8,000 rpm a 4 °C durante 5 minutos. El
sobrenadante se descartdé con micropipeta para dejar la menor cantidad de etanol
que sea posible. Luego se esperé 5-10 minutos a que se evapore la mayor
cantidad de etanol del paquete. Una vez que el paquete de acidos nucleicos
comenzd a transparentarse, se vertieron 25 yL de agua libre de ARNasas en el
vial para resuspender el ARN. EI ARN obtenido fue analizado en un gel
desnaturalizante de cloro para revisar la integridad de los acidos nucleicos
obtenidos. El gel fue preparado a una concentracién de agarosa de 1.2%, y con

cloro desinfectante comercial (Cloralex) a una concentracién final de 1%.
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4.2.3 Objetivo 3. Analizar la expresion de PCA3 y PSA en muestras de tejido

de pacientes con CaP y con HPB.

Para determinar el nimero de copias en tejido se seleccionaron 10 biopsias
tumorales de cancer de préstata y 8 inclusiones de hiperplasia prostatica benigna
como controles. Los criterios de inclusién para los tejidos incluidos en parafina
fueron: muestras de pacientes con CaP y un grado Gleason clinicamente
significativo mayor o igual a 7. Como controles se emplearon muestras de HPB.
Las muestras fueron revisadas y proporcionadas por el Servicio de Anatomia
Patolégica y Citopatologia del Hospital Universitario. Como requisito, debia existir
un expediente del paciente para obtener la informacién requerida para este

proyecto.

Se emplearon secciones de 25 mg de tejido, y con una celularidad tumoral
>80% (Figura 16) en el caso de los tejidos con cancer de préstata. A cada bloque
se le realizd una extraccién de ARN con el Quick-RNA™FFPE Kit (Zymo Research
Corp) (Anexo 1). ElI ARN total obtenido fue retrotranscrito con SuperScript™
First-Strand Synthesis System (Invitrogen) (Anexo 2), para después realizar la

cuantificacion absoluta de los biomarcadores de interés con gPCR.
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Biopsias Desparafinacion Digestion de
> tejido
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PCR System s"a';“”,ft‘;’:‘“"e"’ ~———

Fig. 16. Esquema breve de procesamiento de muestras de tejido.

4.2.3.1 Cuantificacion del numero de copias por gPCR: Amplificacion con

TagMan™ Universal PCR Master Mix

Para obtener el numero de copias por cantidad de células, se decidié tomar
en cuenta el volumen del producto de extraccién en lugar de la masa. El paquete
de acidos nucleicos obtenido de la extraccién se resuspendié en 10 pL en todos
los casos. Se tomaron 4.5 uL de cada una de las alicuotas de ARN total para
realizar la digestion de ADN gendémico. Después del tratamiento con ADNasa, se
tomaron 4 pL de la mezcla para realizar la retrotranscripcion. Posteriormente, se

tomaron 4.5 pL de la solucion con ADNc para realizar la amplificacion.
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La amplificacién del ADNc obtenido de la retrotranscripcién del ARN total y
el ADN estandar (gBlock) se realizé6 en el equipo 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems™) en modo estandar (por sugerencia del fabricante del
mastermix). Primero se prepard la mezcla de reaccidén. Se tomaron 10 pL del
TagMan™ Universal PCR Master Mix, se afadi6 1 uL del TagMan® Gene
Expression Assay (20X) que incluye los primers para PSA, PCA3 o el endégeno
de referencia (Subunidad ribosomal 18S), se colocaron 500 ng de ADNc vy la
mezcla se aford con agua libre de nucleasas hasta tener un volumen final de 10
ML. Cada reaccion se realizé por duplicado. El experimento incluydé la muestra, el
control positivo (g-Block), el control negativo (sin templado) y la reaccién para el
enddégeno. Se cerrd la tapa del vial y se agitd en vortex para mezclar las
soluciones. Se centrifugd el vial para eliminar las burbujas de la mezcla. Luego se

transfirieron 10 pL de cada mezcla de reaccion a cada pozo de la placa optica.

Se utilizaron los parametros sugeridos por el fabricante para la
amplificacion; Para activar la polimerasa 10 min a 95 °C, seguido de 15 s a 95 °C
para desnaturalizacién, y el alineamiento, asi como la extension se llevdé a cabo en

el mismo paso de 1 min a 60 °C.
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4.2.4 Analisis de datos

El numero de copias de PCA3 y PSA se comparé entre las lineas celulares
y entre los tejidos analizados. El nimero de copias de las biopsias de CaP fue

comparado con las copias extraidas en las inclusiones de HPB, con una prueba de

U de Mann Whitney para muestras independientes en el programa SPSS20.
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Capitulo V - Resultados

5.1 Objetivo 1: Desarrollo de curvas de calibracion para cuantificacion del

ARNInc PCA3 y el ARNm de PSA por gPCR

El stock de ADN sintético g-Block (10 ng/uL) se diluyd para obtener una
concentracién de 0.5 ng/uL. A partir de esa solucién, se realizaron diluciones
seriadas 1:10. En total se obtuvieron 10 diluciones para tener un rango de
concentracidon de 50 pg/uL a 50 zg/uL. De estas 10 soluciones se seleccionaron 7
para utilizarlas como estandares en la curva de calibracion (Figura 17). Se
tomaron 4 uL de cada dilucion para su amplificacién en gPCR, de esta forma el
rango de masa utilizado para la curva de calibracion fue de 200 fg a 20 ag, lo cual
nos permite cuantificar desde 38 hasta 389,656 copias de PCA3, y desde 94 a

945,332 copias de PSA (Figura 17).

Con los Ct obtenidos a partir de la amplificacién de una cantidad de masa
conocida de g-Block, se realizb la regresion lineal y se obtuvo el coeficiente de
correlaciéon de la curva para cada secuencia (PCA3 y/o PSA) (Figura 18). Para
PCA3, el coeficiente de correlacion fue de 0.9905 y el coeficiente de correlacion

para PSA fue de 0.9899. Mientras que la eficiencia de la reaccién fue de 111%
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para PCA3 y 109% de PSA. Con esto se cumplen los requisitos para estimar el

numero de copias de cada transcrito en la muestra que sea utilizada.

a) R Amplification plot
X< (PCA3) (PCA3) —

19.30 =
22.85 : il
26.24 / // 5

29.30 i /

31.49

<
] D.559598

Cycle

s e mc mo me mr mo W 2001 4 5 6 7 8 20 ag

Dilucion

389,656 copias - 38 copias

b = Amplification plot

) X (PSA) (PSA)
19.33
2273 /1/,

g 26.14 / T
29.56 7 S
0.280409 /

3148 / / / Z

A ] c D ME WF Hc HWH ZOOfg 7 8 B

Dilucién

945,332 copias - 94 copias

Fig. 17. Graficas de amplificacion para curvas de calibracion. a) Plot de
amplificacion de PCA3 a partir de g-Block disefiado para fungir como estandar. De
20 ag a 200 fg fueron utilizados para generar cada curva, el numero de copias
dentro del rango dinamico fue de 38 a 389,656 copias para PCA3. b) Plot de
amplificacion de PSA a partir de g-Block. De 20 ag a 200 fg fueron utilizados para
generar cada curva, el numero de copias dentro del rango dinamico fue de 94 a
934,332 copias para PSA.
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Fig. 18. Curvas de calibracion para cuantificacion de PCA3 y PSA. En el gje
de las y se grafica el valor de Ct obtenido para cada estandar y en el eje de las x
el logio de la masa La correlacién entre la masa y ciclo de amplificaciéon fue de
>0.98.

5.2 Objetivo 2: Analisis de la expresion de PCA3 y PSA en lineas celulares de

CaP

Se realizo la estandarizacidén de las extracciones de ARN total con TRIzol a
partir de células en cultivo. Después se prepard6 un gel de agarosa
desnaturalizante con cloro para poder observar las bandas caracteristicas de 28 y
18S que muestra la electroforesis del ARN total. Los productos de extraccién
fueron cuantificados en Nanodrop 1000 para revisar la concentracién de ARN, la
relacién 260/280 (que indica la cantidad de proteinas contaminando la muestra) y
la relacién 260/230 (proporcion de sales respecto a cantidad de acidos nucleicos).
Se seleccionaron 3 productos de extraccion (80.1, 20.1 y 2510 1) por sus distinta
concentracién de ARN y pureza. Las muestras fueron colocadas por duplicado en
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el gel inmerso en buffer TAE. Se colocaron 500 ng para cada muestra (excepto
2510 1 para la cual se colocaron 1,500 ng) y se utiliz6 el indicador de peso

molecular 1 kb plus de Invitrogen y se realiz6 la electroforesis (Figura 19).

Gel de agarosa 1.2%

(=]
—
80.1 & 1Kb+ 20.1

Muestras de ARN cuantificadas

con Nanodrop 2000
= Muestra Concentracion
- [ng/pl] 260/280 | 260/230
80.1 91.8 1.51 1.21
0001 20.1 71.3 177 053
ors T isa08 2510 1 420.8 1.91 2.09

1000-

Fig. 19. Analisis de integridad de ARN extraido. Gel desnaturalizante de

agarosa para analisis de integridad del ARN extraido. Los carriles fueron cargados
con duplicados de la muestra sefalada en la parte superior. En la tabla se muestra
la concentracion de ARN y la pureza de cada muestra cargada en el gel. El

indicador de peso molecular corresponde a 1 Kb Plus DNA ladder de Invitrogen.

Al revelar el gel se pudo observar que la muestra 2510 1 se encontraba

completamente degradada (a pesar de mostrar la mayor concentracién y pureza
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de todas las muestras utilizadas), mientras que 80.1 y 20.1 mostraban las bandas
28 y 18S al desplazamiento esperado. De esta forma vemos que el ARN total
extraido con nuestra metodologia es apto para su retrotranscripcion y posterior

amplificacion.

Para someter a prueba la metodologia propuesta para determinar el niumero
de copias de PCA3 y PSA en orina, se disefid un experimento para hacerlo a partir
de células LNCaP inmersas en orina. Se cultivaron las lineas LNCaP y PC3 para
obtener ARN total que contenga los transcritos de interés (PCA3 y PSA). Cuando
las células en cultivo mostraban una confluencia de al menos 70%, se realizd un
tratamiento proteolitico con tripsina para despegarlas de las cajas de cultivo. Se
prepararon diluciones con 50% de azul de tripano para contar las células viables
en la camara de Neubauer improved. En total se contaron 2,250,000 células en 1
ml para el primer experimento y en el segundo experimento se contaron 1,670,000
de células en 1 ml de medio. De cada mililitro de solucion con células se tomaron
300 pL por triplicado. Con cada réplica se realizaron tres diluciones seriadas 1:2
(con orina para el experimento 1 o medio de cultivo para el experimento 2) para
obtener soluciones con al menos 60,000 y hasta 340,000 células. Las soluciones
se centrifugaron para obtener el paquete con células en el sedimento y con esto

se realizd la extracciéon de ARN con TRIzol.

45



Las graficas de absorbancia del Nanodrop 2000 obtenidas de las muestras
de ARN total muestran una gran cantidad de contaminantes alrededor de los 230
nm en las extracciones de orina y medio (Figura 20). Lo cual sugiere que las
muestras presentan contaminacién con sales. La concentracion de ARN total en
cada grupo fue variable, sin embargo, los datos presentan menor dispersion para

las extracciones obtenidas de células diluidas con medio de cultivo (Tabla 1).

DA 70 {RA1

a) “ps b) |-

RE3
RC1
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220 2% 240 250 260 270 280 250 a0
Visvelength (nm)

zo’ T TZeT T T2kt T ok T Tze” T ziet T Tzl T 200 Tabo” T
\avelength (nm)

Fig. 20. Graficas de absorbancia en diferentes longitudes de onda obtenidas
de Nanodrop 2000. a) Curvas de extracciones de ARN de LNCaP inmersas en
orina. b) Curvas de extracciones de ARN de LNCaP y PC3 inmersas en medio de
cultivo RPMI 1640.
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Tabla 1. Concentracion de ARN obtenido del cultivo celular determinada con

Nanodrop 2000.
Muestra® | Concentracion | ,qq580 260/230
[ng/pl]

OA1 748.7 1.84 0.97
OA2 649.1 1.89 1.76
OA3 4334 1.91 1.22
OB1 4401 1.83 0.65
OB2 299.9 1.79 0.56
OB3 20.3 167 1.21
OC1 338.9 138 0.54
0C2 2915 1.85 0.75
0C3 216.9 1.77 0.51
RA1 9216 2.00 122
RA2 1189 2.06 1.08
RA3 4552 1.96 0.80
RB1 3116 1.94 118
RB2 870.2 1.82 0.37
RB3 4626 1.95 0.61
RC1 4912 1.83 0.57
RC2 256.3 1.88 0.45
RC3 356.9 1.91 0.61

N1 479 1.90 112

N2 336.3 1.93 0.48
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*Las letras al principio del ID indican si la muestra estuvo inmersa en orina (O) o
en medio de cultivo RPMI 1640 (R). Las letras A, B y C representan el nivel de

dilucidén de la alicuota. Las letras N representan a las extracciones de PC3.

Para obtener el nimero de copias por cantidad de células, se decidié tomar
en cuenta el volumen del producto de extraccion en lugar de la masa. El paquete
de acidos nucleicos obtenido de la extraccién se resuspendié en 10 uL en todos
los casos. Se tomaron 4.5 yL de cada una de las alicuotas de ARN total para
realizar la digestion de ADN gendémico. Después del tratamiento con ADNasa, se
tomaron 4 pL de la mezcla para realizar la retrotranscripcion. Posteriormente, se
tomaron 4.5 uL de la solucién con ADNc para realizar la amplificacién. Para el
calculo del nimero de copias, las curvas de amplificacién de todas las diluciones
de las lineas celulares en orina (Figura 21) muestran gran variabilidad, a pesar de
que por el numero de células, la curva de amplificacion de cada dilucién deberia
cruzar el umbral un ciclo después de la dilucion siguiente. Las graficas lineales
muestran con mayor claridad que la expresion de PCA3 en todas las diluciones

fue menor que la expresion de PSA (Figura 22).
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Fig. 21. Grafica logaritmica de amplificacion de muestras obtenidas de orina
adicionada con LNCaP. El umbral de PCA3 en color celeste, el umbral de PSA

se muestra en color verde.
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Fig. 22. Graficas lineales de amplificacion de PCA3 y PSA en orina. Se indican
las curvas de los controles positivos "(+)", abajo se presentan las curvas para cada

gen.
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La grafica de amplificacion para las diluciones en medio (Figura 23) fue
similar a la de diluciones con orina. Sin embargo, la linea celular PC3 no present6
expresion de ninguno de los biomarcadores buscados (PCA3 y PSA). Esto
concuerda con la literatura y cumple su funcién como control negativo. Ademas,
nuevamente las graficas lineales separadas por transcrito muestran una mayor
expresion de PSA respecto a PCA3 (Figura 24). Esto coincide con el supuesto de
gque PSA se encuentra a hasta 35 veces mas sobreexpresado que PCA3 en

células de cancer.
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Fig. 23. Grafica logaritmica de amplificacion de muestras obtenidas de
diluciones de células en medio de cultivo RPMI 1640. El umbral de PCA3 en

color verde, el umbral de PSA se muestra en color rosado.
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Fig. 24. Graficas lineales de amplificacion de PCA3 y PSA en diluciones de

células con medio de cultivo RPMI 1640. Se indican las curvas de los controles

positivos "(+)", abajo se presentan las curvas para cada gen.

Con los datos de Ct obtenidos se calculd la masa despejando la x en la
formula de la linea recta utilizando la m y la b de las curvas de calibracion con g-
Block en cada dilucidn, y posteriormente se convirti6 a numero de copias con la
formula que relaciona el nimero de avogadro y el nimero de moles de una
sustancia por unidad de masa. Esto se hizo en el DNA/RNA Copy number
calculator de Endmemo (disponible en endmemo.com/bio/dnacopynum.php). Se
realiz6 una regresion lineal con los datos obtenidos (Figura 25) y posteriormente
se grafico el numero de copias de cada solucién para visualizar las cantidades y

compararlas con mayor facilidad (Figura 26).
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El nimero de copias en las diluciones de orina fue superior al de las
diluciones con medio RPMI 1640, aunque esto no significa que el medio pueda
interferir en la extraccion de ARN. Simplemente es producto de la variacion
resultante del procesamiento de cada muestra. Cabe sefalar que debido al hecho
de que no haya disminucién en la recuperacion de ARN ni en la amplificacion de
los biomarcadores analizados, podemos concluir que la orina no obstaculiza el
procesamiento de las células inmersas en ella, esto para el diagndstico molecular

a través de la deteccion de estos biomarcadores.
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Fig. 25. Graficas de regresion lineal de PCA3 y PSA. Las graficas fueron

hechas con los datos obtenidos del numeros de copias de cada biomarcador en
orina y en medio de cultivo RPMI 1640.
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Fig. 26. Graficas de barras de numero de copias. La grafica con barras color
rojo representa el numero de copias de PCA3 determinado a partir de células en
orina y en medio de cultivo RPMI 1640. La grafica con barras color azul representa
el nimero de copias de PCA3 determinado a partir de células en orina y en medio
de cultivo RPMI 1640.

5.3 Objetivo 3: Analisis de la expresion de PCA3 y PSA en muestras de tejido

de pacientes con CaP y con HPB

Para determinar el nUmero de copias en tejido se seleccionaron 10 biopsias
tumorales de cancer de préstata y 8 inclusiones de hiperplasia prostatica benigna.
Las biopsias se cortaron y pesaron para utilizar 25 mg como maximo de cada
muestra. Se procedié a realizar la extraccibn de ARN en una columna de
extraccion en fase sélida. Los acidos nucleicos se trataron con ADNasa mientras
estaban en la columna y el ARN se eluyé en 12 puL de agua libre de nucleasas.
Las soluciones con el ARN total fueron cuantificadas con Nanodrop 2000 para
analizar la calidad del ARN extraido (Figura 27), asi como la concentracién y la

pureza del ARN en relacion a la cantidad de proteinas y sales en soluciéon (Tabla

2).
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Fig. 27. Graficas de absorbancia en diferentes longitudes de onda de
extracciones de tejidos. Curvas de extracciones de ARN a partir de muestras de

tejido de cancer de préstata (CA) e hiperplasia prostatica benigna (B).

Tabla 2. Concentracion de ARN obtenido de tejidos incluidos en parafina

Concentracion
Muestra* 260/280 260/230
[ng/ul]
CA1 147.7 1.98 1.77
CA2 1730.8 1.97 2.18
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CA3 1182.9 1.81 2.05
CA4 547.5 1.93 1.98
CA5 2324.5 1.91 2.16
CAG6 2107.6 2.01 2.18
CA7 7807.6 1.9 219
CA8 4296.1 1.96 2.21
CA9 1975 2.01 2.06
CA10 3202.5 2.01 2.16
B1 1034.6 2.01 1.11
B2 1106.3 2.02 1.87
B3 709.3 1.99 2.01
B4 547.3 2.02 1.82
BS 760.5 2 1.81
B6 261.9 2 1.46
B7 1186.1 2.05 1.97
B9 536 2.02 1.8

*CA. Cancer de prostata, B. Hiperplasia prostatica benigna.
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Todas las extracciones presentaron relaciones 260/280 superiores a 1.8 y al

menos 15 de las 18 muestras resultaron por encima de 1.8 en la relacién 260/230.

A partir de cada muestra se retrotranscribieron 2.5 ug de ARN total por duplicado

para después utilizar 500 ng de ADNc para amplificar. Las graficas logaritmicas de

amplificacion muestran evidencia de expresion de ambos biomarcadores en las

muestras de cancer de prostata (Figura 28a), pero no se muestra expresion de

PCA ni de PSA en las inclusiones de hiperplasia prostatica benigna (Figura 28b).

Ademas, es evidente que PCA3 se expresd hasta18 veces mas que PSA en las

muestras de CaP.
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Fig. 28. Graficas de amplificacion logaritmicas de los biomarcadores
analizados en tejido. a) Curvas de amplificacion que representan la expresion de
PCA3 y PSA en muestras de CaP. Los controles positivos cruzaron el umbral
antes del ciclo 14 en ambos casos. b) Curvas de amplificacién de PCA3 y PSA en

las muestras de hiperplasia prostatica benigna.

Se calculd el nimero de copias para PC3 y fgyy gnTadagyyasira de CaP
(Figura 30). ﬁlog%%c%dg ?%BI(?% 6de PCA3 (X ) supero al
de PSA (X ) en las muestras CA2 (1250 de PCA3 vs 94 de
PSA), CA6 (2346 de PCA3 vs 292 de PSA), CA9 (1996 de PCA3 vs 286 de PSA) y
CA10 (2523 de PCA3 vs 1234 de PSA). Esto significa que se ha detectado una
sobreexpresion de PCA3, debido a que este biomarcador se encuentra en mayor
proporciéon (hasta 18 veces mas que PSA). El resultado de la prueba de U de
Mann-Whitney resulté en una diferencia significativa entre la expresién de PCAS3 (p

<0.01) y PSA (p < 0.01) de las muestras de CaP en comparacion con las HPB.
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Fig. 29. Graficas lineales de amplificacion de PCA3 y PSA en tejido

prostatico incluido en parafina. Se indican las curvas de los controles positivos

"(+)", abajo se presentan las curvas para cada transcrito.
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Fig. 30. Graficas de barras de numero de copias de PCA3 y PSA en tejido
prostatico. Las barras azules representan el nimero de copias en PCAS3. Las
barras rojas representan el nimero de copias de PSA. a) Las muestras "CA#" son
de tejidos tumorales de CaP. Las muestras CA2, CA6, CA9 y CA10 muestran

incluso una mayor expresién de PCA3 con respecto a PSA. b) Comparacién de
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graficas de barras de muestras de CaP y HPB. Las muestras "B#" corresponden a
tejidos de HPB, el nimero de copias en todas estas muestras fueron inferiores al

limite inferior del rango de la curva de calibracion (menos de 38 copias en PCA3 y
menos de 94 copias en PSA).
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Capitulo VI - Discusion

El diagnéstico de las afecciones en general ha mejorado significativamente
conforme avanza la ciencia y la tecnologia. Esto ha propiciado que la medicina
ponga cada vez mas énfasis en la prevencién de las enfermedades que en la cura
de las mismas (Clarke, 1974). En algunos casos los sintomas de un padecimiento,
aparecen demasiado tarde para proporcionar un tratamiento adecuado al paciente.
Esto es especialmente cierto en los casos de cancer, en los cuales el prondstico
es optimista si la enfermedad es diagnosticada y tratada en un estadio temprano

(NCI, 2019).

A pesar de su incidencia, el cancer de préstata sufre el fendmeno de
sobrediagnostico, este representa un escenario poco frecuente entre las
afecciones potencialmente mortales (Klotz, 2013). El sobrediagnéstico es un
concepto relativamente reciente que se ha difundido cada vez con mayor
frecuencia desde la segunda mitad del siglo pasado (Singh, et al., 2018). El
sobrediagnostico de cancer es un fenbmeno que ha provocado polémica en el
campo de la medicina preventiva, y a menudo se ve como un problema que debe
solucionarse (Esserman & Thompson, 2010) con la mejora de las estrategias
clinicas. El tamizaje de CaP ha ayudado a prevenir una cantidad inmensurable de
muertes desde su existencia. Sin embargo los examenes de deteccion como la

prueba de PSA y el TDR son capaces de dar origen a falsos positivos (NIC, 2020).

62



Las consecuencias del diagnéstico confirmatorio a través de la toma de una
biopsia transrectal (Loeb, et al., 2013), los efectos adversos a nivel psicoloégico
(Fowler, et al.,, 2006) y las complicaciones que se derivan del sobretratamiento
(Klotz, 2013) son razones suficientes para mejorar el diagnéstico presuntivo de la
enfermedad. El| esfuerzo para solucionar este problema, se ha focalizado en
desarrollar nuevos métodos diagndsticos cada vez menos susceptibles a
discrepancias por errores técnicos. O bien, se trata de implementar métodos que
no se encuentren sujetos a la subjetividad del encargado de evaluar la muestra.
Esto ha generado una gran cantidad de modelos que buscan integrar la
combinacion ideal de biomarcadores para lograr un pronostico preciso de la

enfermedad (Van Neste, et al., 2016).

No hay duda de la importancia de la busqueda de biomarcadores en orina,
coémo una alternativa menos invasiva para el tamizaje de CaP. Para sumarnos a
estos esfuerzos, nos propusimos realizar un abordaje previo en los tejidos de
pacientes con CaP, para poder establecer informaciéon base que pudiera servir
para una segunda etapa del proyecto. Para esto, utiizamos a PCA3 por sus
antecedentes de sobreexpresidn especifica en tejido de CaP (Bussemakers,
1999). Se generaron curvas de calibracion para cuantificar mediante RT-qPCR el
ARNInc PCA3 y el ARNm de PSA. El rango de una centena a un millon de copias
para la cuantificacién de estos biomarcadores es comun. Aungue en el caso de los
primers utilizados para esta tesis, la eficiencia de amplificacién (111 y 109% para

PCA3 y PSA respectivamente) ha resultado ser similar al compararla incluso con
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proyectos de validacion de protocolos de RT-qPCR para cuantificar PCA3 vy el
ARNmM de PSA en orina (101.5%, PCA3 y 113.6% PSA) (Wang, et al., 2017). Los
coeficientes de correlacion obtenidos de la regresién lineal con los datos de la
amplificacion (0.9905 para la curva de PCA3 y 0.9899 para PSA) son adecuados
para estimar de forma adecuada el nuUmero de copias de los transcritos analizados
(Navidshad, et al.,, 2012). Las curvas de calibracion nos permitieron cumplir con

los objetivos posteriores.

En cuanto a los resultados de la extraccion de ARN a partir de cultivo
celular, la pureza de cada muestra determinada con Nanodrop 2000, fue 6ptima
ara su analisis posterior, obteniendo valores superiores a 1.8 en la relacidn
260/280 en 17 de 20 lecturas. A pesar de esto, la relacién 260/230 no present6
ningun valor superior o igual a 1.8. Sin embargo, se ha reportado que esto puede
variar dependiendo del método de extraccion utilizado (Van Peer, 2012). Otros
grupos de investigacion han realizado extracciones con TRIzol y han obtenido
ARN suficiente para amplificar PCA3 (Li, et al., 2018). Aunque se han encontrado
reportes de extracciones a partir de orina completa acoplada a métodos de
captura con nanoparticulas (O'Malley, et al., 2017). Es probable que la fuente y el
método de extraccion afecte los resultados de forma significativa, y explique
parcialmente las discrepancias entre estudios con protocolos similares (Eskra, et
al., 2019). El nuimero de copias también esta sujeto a la eficiencia de amplificacion
de los primers (Wang, 2017), aunque la eficiencia obtenida de los datos de la

curva de calibracién es satisfactoria (mayor a 95%). En este caso, la variacién en
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el numero de copias obtenido de las diluciones del cultivo celular puede deberse a
la manipulacién de las células en cultivo y las muestras diluidas (Glaysher, et al.,

2012).

Las cuantificacion del ARN total por espectrofotometria de las muestras de
tejido dio como resultado variaciones que dependen de la masa de la muestra
original, asi como su grado de celularidad (Samadani, 2015). La relacién 260/280
de las alicuotas de ARN total es mayor de 1.8 en todas las muestras. Y la relacién
260/230 muestra que 15 de 18 muestras presentan una proporcién mayor a 1.8.
Lo cual hace evidente que las muestras procesadas con extracién en fase sélida
poseen un mayor grado de pureza que las extraidas con TRIzol manualmente. Sin
embargo el nimero de copias presentd gran variabilidad e incluso, no fue posible
detectar cantidades cuantificables de los biomarcadores en las muestras de HPB.
Esto significa que hemos encontrado hasta 60 veces mas expresion de PCA3
(muestras CA6 y CA10) en biopsias tumorales comparado con tejido prostatico
sano, esto es incluso mayor que el reporte original (Bussemakers, 1999) y
reportes mas recientes (Floriano-Sanchez, 2009). Normalmente PSA se encuentra
en mayor proporcién y debe ser de al menos 35 veces la cantidad de PCA3 en
orina para que se considere que el paciente no necesita una biopsia. Sin embargo,
conforme la expresién de PCA3 se acerca a la del PSA, el paciente presenta un
mayor riesgo de tener cancer de prostata. Interesantemente, se ha mostrado
evidencia de la existencia del efecto de campo en CaP en tejido (Nonn, et al,,

2009) e incluso se ha tratado de dar una aplicacion clinica a este conocimiento
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(Trujillo, et al.,, 2012). El efecto de campo pude ser aprovechado para detectar
CaP en prostatas que poseen tumores que no estan al alcance del TDR o el BTR.
Y se ha encontrado una sobreexpresién de PCA3 (y otros biomarcadores) en
células aparentemente sanas (Popa, et al., 2007). El diagnéstico del paciente a
través de la biopsia por el patdlogo y los analisis moleculares, no es mutuamente

excluyente y podria complementarse.

Ademas de la busqueda de nuevos biomarcadores, se requiere el desarrollo
de nuevos modelos estadisticos para evaluar su utilidad clinica en condiciones
reales. Se sabe que uno de los factores mas importantes para evaluar el riesgo de
desarrollar enfermedades es la variabilidad étnica (Waters, et al., 2009). Incluso,
se ha encontrado variabilidad en la utilidad de biomarcadores de CaP en orina
dependiendo de la ascendencia del paciente (O'Malley, 2017). Recientemente la
PCPT-RC ha afadido la variable "raza" para calcular el riesgo de desarrollar CaP.
Y posteriormente se actualizb para que los investigadores puedan elegir la "raza
hispana" en la PCPT-RC (Ankerst, et al., 2014). Con el afan de mejorar la utilidad
clinica de los biomarcadores de CaP, se han desarrollado modelos matematicos
que incluyen biomarcadores y parametros clinicos tradicionales (Van Neste, et al.
2016). Sin embargo, estos modelos han sido implementados en poblaciones con
mas del 95% de pacientes caucasicos. Ya se ha demostrado que la utilidad clinica
de estos biomarcadores disminuye en pacientes de ascendencia africana y la
poblacion de latinoamérica ha demostrado poseer una gran diversidad genética

(Belbin, et al., 2018). Es por eso que por ahora se desconoce la utilidad clinica de
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los modelos recientemente desarrollados y los nuevos biomarcadores urinarios en

México, e hispanohablantes en general.

Ultimamente, el enfoque de las nuevos métodos de diagndstico es
considerar que el cancer es una enfermedad causada por multiples factores, esto
implica un monitoreo de distintos parametros en los pacientes. No sélo es
necesario identificar un biomarcador que nos permita distinguir un paciente de un
sujeto sano, sino que es necesario utilizar distintos biomarcadores en conjunto con
el juicio clinico tradicional para obtener un diagnéstico mas acertado (Tombal,

2013).
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6.1 Conclusiones

Se generd la curva de calibracion para la cuantificacion del numero de copias de
PSA y PCAS3 utilizando un g-Block, y se prob6 su utilidad en lineas celulares de

CaP.

Se demostr6 la expresién de PCA3 y PSA en muestras de tejidos de cancer de
prostata, mientras que la expresion de ambos no fue detectada en pacientes con

hiperplasia prostatica benigna.

Se comprobd que PCA3 es un biomarcador que se expresa en tejidos de cancer

de préstata de pacientes del noreste de México.

6.2 Perspectivas

En esta tesis se esperaba poder comparar la expresién de PCA3 y PSA en
muestras de CaP y HPB. Esto sirve como evidencia de la sobreexpresiéon de
PCA3 y PSA en tejido canceroso respecto al tejido sano (considerando a la HPB
como un proceso que ocurre naturalmente conforme el varén envejece) y marca la
pauta para seguir investigando biomarcadores similares para cancer de prostata,
con el objetivo de desarrollar modelos que nos permitan disminuir el nUmero de
biopsias innecesarias, o incluso diagnosticar al paciente sin necesidad de realizar
una biopsia.
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Se debe incrementar el tamafo de la muestra para determinar la
sensibilidad y especificidad del método, y confirmar la utilidad del PCA3 en las

decisiones médicas.

También proponemos utilizar métodos de enriquecimiento y/o métodos de
deteccion alternativos (columnas de extraccidén en fase soélida, captura con
nanoparticuas PCR anidado, entre otros) para mejorar la sensibilidad y la

especificidad, ademas de evaluar su utilidad en orina de pacientes.

Finalmente, consideramos combinar el nimero de copias de PCA3 y PSA

con otros marcadores, y evaluar el impacto en el tamizaje del CaP.
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Capitulo VIl - Anexos

Anexo 1. Extraccion de ARN total con Quick-RNA™FFPE Kit

A) Desparafinacion

El exceso de parafina (en caso de existir) fue removido de la muestra con
una espatula flameada. Después, la mitad de la muestra (hasta 25 mg) fue
transferida a un vial estéril. Para realizar la extraccion de ARN se utiliz6 el kit
especial para tejidos incluidos en parafina Quick-RNA™FFPE Kit (Zymo Research
Corp). Se aradieron 400 uL de solucién de desparafinacién (contenida en el kit) al
vial con la muestra, para después incubar la solucion durante 1 minuto a 55 °C. Se
homogeneizd6 con el vértex durante 30 segundos. Luego, la solucion de

desparafinaciéon se removié con una micropipeta de la muestra.

B) Digestion de tejido con proteinasa K

Al tejido desparafinado se le afiadieron 95 L de agua libre de ARNasas, 95
ML de 2X Digestion buffer (contenido en el kit) y 10 uL de proteinasa K
(proporcionada en el kit). La mezcla se incub6 durante 4 horas a 55 °C. Después

de la digestion, el vial con la muestra fue incubado a 65 °C durante 15 minutos.
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C) Aislamiento del ARN con columnas

Se afadieron 600 uL de RNA lysis buffer (contenido en el kit) al vial y se
mezclaron con el vértex. La mezcla fue centrifugada a 16,000 g durante 1 minuto
para remover restos celulares. El sobrenadante se transfirié a un nuevo vial estéril.

Luego se anadié un volumen de etanol (95-100%) a la muestra y se mezc|é con el

vortex.

La mezcla fue transferida a una Zymo-Spin™ICRColumn en un vial
colector (ambos proporcionados por el fabricante) y se centrifugd a 12,000 g

durante 30 segundos. El liquido contenido en el vial colector fue descartado.

Se afadieron 400 uL de RNA prep buffer (contenido en el kit) a la columna
y se centrifugé de nuevo a 12,000 g durante 30 segundos. El liquido en el vial
colector fue descartado. Luego se afiadieron 700 yL de RNA wash buffer a la
columna y se centrifugd a 12,000 g durante 30 segundos, para descartar el liquido
en el vial colector de nuevo. Nuevamente se vertieron 400 L de RNA wash buffer
a la columna y se centrifugd durante 2 minutos para remover el buffer de lavado

por completo. Finalmente, la columna fue transferida a un vial estéril, se afiadieron
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50 pyL de agua libre de ARNasas directamente en la matriz de la columna y se

centrifugd para eluir el ARN.

D) Remocion de ADNg en extracciones de ARN total

La retrotranscripcion se realizd a partir de la extraccion de ARN total
descrita previamente, ajustando los volimenes para una optimizacion de
reactivos. Primero se removieron los residuos de ADN genémico de las muestras
utilizando ezDNase™ Enzyme (Invitrogen™). Se preparé la mezcla de reaccion
para la digestion de ADNg con 0.5 pL de 10X ezDNase™ buffer, 0.25 pL de
enzima ezDNase™, hasta 4.25 yL de ARN templado (con hasta 10,000 ng totales)
y agua libre de nucleasas para aforar a 5 pL. Los reactivos y catalizadores fueron
mezclados brevemente y la reaccion se incubd a 37 °C durante 2 minutos. La
ADNasa fue inactivada al incubar la mezcla de reaccion a 55 °C durante 5 minutos
en presencia de DTT 10 mM. Por ultimo, el vial fue centrifugado brevemente y

colocado en hielo.
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Anexo 2. Retrotranscripcion con SuperScript™ IV First-Strand Synthesis

System

Al principio, se requiere hibridar los primers al ARN templado, para esto se
realiz6 la siguiente mezcla: 0.5 yL de hexameros aleatorios, 0.5 UL de mezcla de
dNTP (10 mM cada uno), hasta 4 uL de ARN templado (5,000 ng) y agua libre de
nucleasas hasta tener un volumen final de 6.5 pL. La mezcla fue homogeneizada y
centrifugada brevemente, luego se incubé a 65 °C durante 5 minutos para

posteriormente ser colocada en hielo durante 1 minuto.

El buffer SSV 5X fue homogeneizado en vértex y centrifugado brevemente.
Después, la mezcla de reaccion para la retrotranscripcion fue preparada de la
siguiente manera: 2 UL de buffer 5X SSIV, 0.5 yL de solucién de DTT 100 mM, 0.5
ML de inhibidor de ribonucleasas y 0.5 pL de Retrotranscriptasa SuperScript™ NV

(200 U/uL) (Figura 31). La mezcla fue homogeneizada, y centrifugada.
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ARN Digestion de Retrotranscripcion
purificado ADN genomico SuperScript™ IV
=" anl Mezcla de digestion ezDNase™ Mezclade RT- 1
— — =
=1 H Componente Volumen 2 min Componente Volumen
=
U - T sl Buffer [10X] 0.5 uL ? Hexamers 0.5 uL

- 7
U — ezDNAse 0.25 pL dNTP mix [10 mM] 0.5 pL
10 pL U Agua 0.25 pL Agua 1.5 uL
ARN total 4 pL ARN total 4ul
Total 5puL Total 6.5 L
""""""""""""" 5 min 65° C- 1 min en hielo
qPCR
Mezcla de RT- 1
- Componente Volumen
= ==
e 5 min 23°C  SSIV buffer (5X) 2l
o ) Y s DTT [100 mM] 0.5 ul
iy TN 10 min 55°C Rbinhibitor 0.5 pL
EEEE=T . o
s ————— 10 min 80°C RT[200U/pL 0.5 pL
L 7500 Fast Real-Time PCR Total 3.5uL
. System. Applied
Biosystems™

Fig. 31. Flujo de trabajo de retrotranscripcion.

La mezcla de Retrotranscripcion fue afadida a la solucién con el ARN
hibridado para posteriormente incubar la mezcla a 23 °C durante 3 minutos.
Luego, la mezcla de reaccidén fue incubada a 50-55 °C durante 10 minutos.
Después, la mezcla fue empleada inmediatamente para ser amplificada con el
TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems™) en equipo 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied biosystems ™)
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