UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ESTABLECIMIENTO DEL MODELO DE
XENOTRANSPLANTE
MURINO DE CANCER DE PROSTATA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA

DIEGO MEZA SUAREZ

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX 2016


usuario
Texto escrito a máquina
CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX               2016


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE:

VOCAL:

SECRETARIO:

1er SUPLENTE:

2° SUPLENTE:

Profesor

Profesor

Profesor

Profesor

Profesor

: Ignacio Camacho Arroyo

: Marco Antonio Cerbén Cervantes
: Mauricio Rodriguez Dorantes

: Tzvetanka Dimitrova Dinkova

: Sara Margarita Garza Aguilar

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA

LABORATORIO DE ONCOGENOMICA

ASESOR DEL TEMA:

Dr. Mauricio Rodriguez Dorantes

SUSTENTANTE:

Diego Meza Suarez



iNDICE

1.
2.
3.

4.
5.
6.

7.

8.

ABREVIATURAS. .. i ee e s s s e s s e s e e s e e s e e rn e sm s en s sa e snnnnenns 1
RESUMEN. .. i e et e e e e e v m e e e s e e e s e s n e e s e e rn e nern e sm e nmnan 2
INTRODUGCCION. ....ceiittuueeeeeeeeeeateeeeeeseeeeeeseeasnnaneeseeeessnnnnnaaeeeeeeeennnnnnns 4
3.1, CAncer de prostata....c.ocevereoriiirerere e e 4
3.2. Fisiologia de la prostata.....ccveeeovericiiieiiecrcre v e 5
3.2.1. Los androgenos en el desarrollo prostatiCo.....vovereevrecvarnerarnrarnareenns 6
S TRC TN I 1= Yo | (o =] 1 oo Jo [=] I 7= T o J PP 9
3.3.1. Antigeno Prostatico ESPecCifiCO...cvurirariiriri e re e eereeees 9
G TG T 1= T (o Y (=Y o = 10
3.3.3. Biopsia prostatiCa.....coverierereriiririrr 10
3.4. Tratamiento del CaP......vciiiiiiiiiiiir s s s s e 12
3.4.1. El tratamiento de privacion androgénica......c.cvceveriersnmrsrsssssssssssssnnns 13
3.5. Los modelos animales en el estudio del CaP.......c.coevviiiiiiiiiiiiiiiireeas 16
3.5.1. Modelos murinos en el estudio del CANCEr.......cvueviiiieieieiiiririiineeaan 17
3.5.2. Modelos murinos de xenotransplantes........ccvovvcieiiiiciiiicrcinerecraeenes 19
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA......ciiiiiei e e s e 25
HIPOTESIS. ¢t iuueeeeeareeeeaseeesssseessanneessssneesanseesssnneessanneesannneessannneesaas 25
(O] L 8 Y 1 S 25
T T © 1 o] (=Y (1Y X o =T 1= - | 25
6.2. Objetivos partiCulares. .....cccveriiieiiiii i rcr e rrrr e aeas 25
MATERIALES Y METODOS.....ucuuttuuuuuunnnnnnnnnnreennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnaeeeees 26
7.1. Linea celulary animales....ccucvorioiiiiiiic v ere e s r s e r e s e n e e 26
7.2. Implantacion de CElUIaS.....cccviii i e 26
7.3. Castracion QUINUIgICA..c.oeieereiiarierrererarae s saeresasanrasanrasanraransasneanrannnrnes 27
7.4. Antigeno Prostatico ESpecifiCco (PSA)....iiiiiiiiiiiiiieiiirr s s 28
7.5. Extraccion de tejido tumoral......ccooeviiiiiiii e 28
7.6. InMUNONISTOQUINMICA. . cieiieiiiiiii e rirr s e s re e raseeree e e e s raasannanens 28
7.7. Reimplantacion de CEIUIAS.....ccuiiiii i r e e e e 28
RESULTADOS. ... e i ieiee it e s s s s s s s s s s s e s s e s s a s sa s e se s e s snn e snnens 30
8.1. Variaciones de pesSO COMPOral....iieiiieriirirariariaei i i i e rasaassaernranranean 30

8.2. Desarrollo tumoral y cuantificacion de PSA en SUErO......cccvevivieievirenerarnnnn 31



8.2.1. Ratones sin cambios en el volumen tumoral post-castracion.............. 32

8.2.2. Ratén con cambio en el volumen tumoral post-castracion............... 36

8.2.3. Desarrollo de tumor secundario post-castracion.........ccveevicvicrianiannnns 37

8.3. Inmunohistoquimica para Receptor de ANdrodgenos......ccvevvvirirernarareenanns 39
T B 1 EST 01U 1] [ P 45
9.1. El peso corporal y la velocidad de desarrollo del tumor........cccveeveveveevanennn. 45
9.2. El volumen tumoral afecta el resultado de la privacién androgénica............. 47
9.3. Utilidad del modelo en el estadio CPRC.....cciiiiiiiiiiiiiiii i eiisnnn e rnnnnens 48
9.4. La privacion androgénica y los tumores no establecidos......c.ccvevvvvevieiannnns 50
9.5. La vascularizacion €N 10S tUMOIrES...uiiieiriiiiirinssiianssisanssssnnssinsssannnnes 51
9.6. INMUNONISTOQUIMICA...ueierireeieririri i s s s e s e e e e raran e enns 52
10. CONCLUSIONES.....c.cuieeiecicresarasrrasear s e sea s e e sn e re s rnn e sansn e sanenensenes 55
11, PERSPECTIVAS. .. e ee et et e e e en e s e e s s s e e s e e nnen e rn e nn e nnns 55
12. REFERENCIAS. ... e a e 56
7200 T o o 56
12.2. ArtICUIOS . cu ittt e 57
PG TR = To 1 b= A= o F P 61
L =] 63
13. ANEXOS SUPLEMENTARIOS ...ttt e sa s s e s e 64
13.1. Anexo suplementario 1. Castracion QUIrlrgiCa......cccveveeviririrnrernarreenaraens 64
13.2. Anexo suplementario 2. Toma de muestra sanguiNEa........ccvvvvvviriarienanns 67
13.3. Anexo suplementario 3. Extraccion de tejido tumoral......c.ccvvevveiiieiiinnannns 69

13.4. Anexo suplementario 4. Resultados obtenidos del monitoreo del ratén R2..... 71



1. ABREVIATURAS
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2. RESUMEN

El cancer de prostata (CaP) es la sexta causa de muerte por neoplasias
malignas y ocupa el segundo lugar en incidencia en hombres a nivel mundial,
mientras que en México representa la primera causa tanto de muertes como de
incidencias a causa de las neoplasias malignas en el varon. Mientras que los
modelos de estudio en cultivo (in vitro) son extremadamente utiles para el
entendimiento de la biologia del cancer de prostata, estos no pueden realmente
englobar todos los mecanismos que intervienen en el desarrollo y progresién del
cancer cuando éste se encuentra en su microambiente biolégico. El desarrollo de
modelos in vivo que logren abarcar la historia natural de los canceres humanos y
su respuesta clinica a las terapias constituyen uno de los mayores pre-requisitos
para trasladar adecuadamente a los pacientes la investigacion de terapias que han
sido efectivas en modelos animales.

Dado que a la fecha, en México no existe un modelo animal de cancer de
préostata que permita estudiar el microambiente tumoral y los mecanismos
moleculares que intervienen en la enfermedad en cada una de sus etapas; el
objetivo principal del presente trabajo fue reproducir un modelo de xenotransplante
murino de cancer de préstata. Se utilizaron ratones de fenotipo desnudo a los que
se les implantaron células de CaP. Una vez que los ratones desarrollaron tumor,
se realizé una castracion quirdrgica que emulara una privacion de andrégenos en
cada uno de ellos. Transcurrido determinado tiempo posterior a la castracion, los
ratones fueron eutanizados y los tejidos tumorales desarrollados fueron extirpados
y conservados para estudiarlos por Inmunohistoquimica con el fin de identificar
marcas para el Receptor de Andrégenos (RA).

Se identifico correlaciéon entre el aumento de volumen tumoral y de PSA a
volimenes de tumor menores a 300 mm?®; y después de realizar la castracion
quirurgica esta correlacion cambiaba, donde al realizar la cirugia a volumenes
<300 mm?® el PSA disminuia y se mantenia estable por cierto periodo de tiempo, al
igual que el volumen tumoral; sin embargo, a volimenes >300 mm?® el PSA se veia
afectado con una disminucion menor y el volumen tumoral no se afectaba, sino

que el volumen seguia incrementandose. Se tuvieron variaciones observables en
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la vasculatura tumoral antes y después de realizada la castracién, ya que al
momento de realizar la cirugia, la coloraciéon tumoral disminuia o0 se mantenia sin
cambios aparentes. En los tejidos extirpados, se identificaron diferencias entre las
marcas del RA, indicando asi que la expresion del propio RA también se ve
afectado por el desarrollo tumoral y la propia privacion androgénica.

Con la metodologia empleada, se logré establecer el xenotransplante de
células de CaP en el 50% de los ratones, asi como el monitoreo adecuado del
volumen tumoral antes y después de la castracién quirurgica empleando las
dimensiones tumorales y la cuantificacion de PSA en suero murino, ya que existe
correlacion significativa entre el PSA cuantificado en el suero murino y el volumen
tumoral solo en los casos donde se realiza la castracidon quirurgica a menos de
300 mm°. Se observaron diferencias en la expresién del RA en los tejidos
tumorales en tejidos pre-castrado y post-castrado con lo cual el modelo da
posibilidad de realizar investigacion relacionada a la Terapia de Privacion
Androgénica, asi como los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo
de CaP.



3. INTRODUCCION

3.1 Cancer de Prostata

El desarrollo de la préstata varia con la edad, esta aumenta de tamafio
desde el nacimiento hasta la pubertad y después de los 30 afios su tamafo
permanece constante hasta una edad aproximada de 45 anos que es cuando
vuelve a continuar su crecimiento; y es debido a estas variaciones que la préstata
no se encuentra exenta de sufrir patologias que afecten su correcto desarrollo y
mantenimiento. (Wein, A. J., 2008)

El cancer de préstata (CaP) se considera uno de los problemas médicos
mas importantes a los que se enfrenta la poblacion masculina. (Boyle, 2005). El
CaP afecta a los varones ancianos con mayor frecuencia que a los jovenes. Por
consiguiente, supone un mayor problema de salud en los paises desarrollados, ya
que cuentan con una mayor esperanza de vida. Asi, alrededor del 15% de los
canceres en varones son CaP en los paises desarrollados, en comparacion con el

4% en aquellos en vias de desarrollo. (Parkin, Bray & Devesa, 2001)

Figura 4. Graficos de la tasa de incidencia y mortalidad del cancer en México y a nivel
mundial. (Adaptado de World Health Organization, 2012)



Por datos colectados y proporcionados por el proyecto GLOBOCAN de
2012, el CaP es la sexta causa de muerte por neoplasias malignas y ocupa el
segundo lugar en incidencias a nivel mundial, mientras que en México, representa
la primera causa de muertes e incidencias debido a neoplasias malignas en
hombres. (Figura 4) (World Health Organization, 2012)

3.2 FISIOLOGIA DE LA PROSTATA

La préstata es una glandula perteneciente al sistema reproductor
masculino localizada debajo de la vejiga y delante del recto (Figura 5.A). La
funcién principal de la préstata es producir el fluido seminal que nutre y permite la
movilidad de los espermatozoides para que estos sean viables durante Ia
fecundacion. (Mendoza, L., 2013)

A) B)
Figura 5. Anatomia de la prostata. A) En esta figura se observa la ubicacion de la
glandula prostatica y B) se pueden observar las zonas que componen la glandula

prostatica. (Dr. Susanibar, 2016; Prostate.com, 2016)



Anatomicamente, la prostata se encuentra dividida en 5 zonas (Figura

5.B.), y debido a su relevancia se destacan dos zonas:

1. Zona de transicion: Ocupa el 25% de la glandula, esta cerca de la uretra y
es en esta regidén donde se presenta una alta prevalencia de la Hiperplasia
Prostatica Benigna.

2. Zona Periférica: Ocupa el 65% de la glandula, es mas susceptible a
desarrollar atrofia focal y presenta una prevalencia media-alta en
carcinomas prostaticos.

Gran parte de la estructura celular de la prostata expresa el receptor de
androgenos (AR, por sus siglas en inglés) y secreta Antigeno Prostatico Especifico
(PSA, por sus siglas en inglés), de los cuales el primero se ve implicado en
muchas vias de sefalizacion que dirigen la regulacion del desarrollo y
funcionamiento de la préstata; mientras que el segundo, ademas de contribuir con
su actividad proteolitica a dar fluidez al semen, conformado en su mayoria por
proteinas, funge como el biomarcador principal utilizado en la clinica para el
diagndstico de las afecciones prostaticas. (Malm & Lilja, 1995; Loeb & Catalona,
2007)

3.2.1 Los andrégenos en el desarrollo prostatico

Las células que conforman la glandula prostatica dependen en gran
medida de los andrégenos para estimular su crecimiento, funcién y proliferacion.
La testosterona, aunque no es una molécula considerada oncogénica, si es
esencial para el crecimiento y la perpetuacion de las células en el CaP. Los
testiculos son el origen de la mayor parte de los androgenos, de modo que tan
s6lo el 5%-10% (androstenediona, dihidroepiandrosterona y sulfato de
dihidroandrosterona) deriva de la biosintesis suprarrenal. (Feldman & Feldman,
2001; Heidenrich, A. et al, 2010)

La secrecidon de la testosterona se encuentra regulada por el eje
hipotalamico-hipofisario gonadal. La Hormona Liberadora de la Hormona
Luteinizante (LHRH, por sus siglas en inglés), conocida también como Hormona



Liberadora de Gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés), es secretada por
el hipotalamo provocando la estimulaciéon de la adenohipéfisis para que libere a la
hormona luteinizante (LH) y a la hormona estimulante del foliculo (FSH). La LH
estimula las células de Leydig de los testiculos para que secreten testosterona. En
el interior de las células prostaticas, la enzima 5-a-reductasa transforma la
testosterona en su metabolito mas activo, la 5-a-dihidrotestosterona (DHT), siendo
10 veces mas potente que la molécula original. La testosterona circulante se
aromatiza y se transforma a nivel periférico en estrégenos, los cuales, junto con
los andrégenos circulantes, ejercen un control por retroalimentacién negativa
sobre la secrecion hipotaldmica de LH (Figura 6). (Heidenrich, A. et al, 2010;
Rojas, F. et al., 2011)

Figura 6. Esquema general de la produccion y accion de los androgenos. (Winslow,
2013).

La accion especifica de los andrégenos a nivel celular inicia con el
transporte de la testosterona al lugar de accion a través de la circulacion

sanguinea en donde se encuentra unida a globulinas de uniéon hormonas sexuales



(SHBG, por sus siglas en inglés). La testosterona es metabolizada a DHT en el
estroma de las células prostaticas por la enzima 5-a-reductasa y transportada por
difusion pasiva al citoplasma de la célula epitelial. Es en este lugar donde los
monomeros de RA se encuentran inactivos al estar unidos a proteinas de choque
térmico, (HSPs). Las HSPs impiden que se lleve a cabo la actividad
transcripcional, pero también inducen una conformacién de alta afinidad para el
ligando. Cuando la DHT, o la testosterona, se unen al RA, este sufre un cambio
conformacional, las HSPs se disocian y el RA es fosforilado. Siendo fosforilado se
transloca al nucleo donde se dimeriza y es entonces cuando el receptor se puede
unir a elementos de respuesta a andrégenos (AREs, por sus siglas en inglés)
ubicados en las regiones promotoras de genes blanco. La activacidén (o represion)
de los genes blanco lidera respuestas biolégicas como el crecimiento,
supervivencia y la produccion del PSA, principalmente (Figura 7). (Feldman &
Feldman, 2001; Rojas & Manzo, 2011)

Figura 7. Mecanismo de accién del RA en una célula prostatica. (Editado de Feldman &
Feldman, 2001)



3.3 DIAGNOSTICO DEL CaP

En la mayoria de los casos, los individuos unicamente acuden a la clinica
cuando presentan algunos de los sintomas caracteristicos de la HPB y del CaP,
como lo son el retraso para iniciar la miccién, flujo intermitente o sensacion de
vaciamiento incompleto de la vejiga. Es entonces cuando se sigue el protocolo
basico para dar un diagndstico de CaP el cual consiste en la medicién de PSA en
suero, en la realizacidn del tacto rectal (TR) y el analisis de biopsia de la préstata.
(Thorpe & Neal, 2003)

La HPB se refiere a un crecimiento no maligno de la prostata observada
comunmente en la mayoria de los hombres de edad avanzada. Aproximadamente
inicia a los 40 afios de edad, sin embargo, la prevalencia histolégica de HPB que
ha sido estudiada en infinidad de autopsias es aproximadamente del 10% en
hombres alrededor de los 30 afios, 20% para hombres alrededor de los 40 afos,
50% a 60% para hombres alrededor de los 60 afios y 80% a 90% para hombres
alrededor de los 70 y 80 afios de edad. (Roehrborn, 2005) Para la edad de 50
anos, la mitad de los hombres en el mundo pueden presentar HPB detectable
histologicamente y tan solo un cuarto de ellos presentaran sintomas clinicos;
mientras que 1 de cada 6 hombres americanos desarrollaran CaP durante su vida.
Por lo tanto, el interés en el desarrollo y funcionamiento de la prostata antes y
después de la patologia es muy importante a nivel mundial. (Antony & van der
Schoor, 2014)

3.3.1 Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

El PSA es una glicoproteina, compuesta de 237 aminoacidos, que es
producida casi exclusivamente por las células epiteliales de la prostata. Las
variaciones en los niveles séricos de PSA pueden ser indicativas de algun
trastorno prostatico, sin embargo, estas alteraciones no necesariamente indican el
desarrollo de cancer, ya que las concentraciones séricas pueden aumentar en
presencia de HPB, prostatitis y otras enfermedades no malignas. (Heidenrich, A. et
al, 2010)



La concentracion de PSA total es un parametro continuo: cuanto mayor es
el valor, mas probabilidades hay de que exista CaP. Esto significa que no hay un
valor umbral o limite superior aceptado de forma universal, sin embargo, se
consideran valores de cuantificacion mayores a 4 ng/mL como indicadores de
mayor probabilidad de presentar afecciones en la prostata. (Heidenrich, A. et al,
2010)

3.3.2 Tacto Rectal
La mayor parte de los CaP se localizan en la zona periférica de la préstata
y pueden detectarse mediante tacto rectal (TR). Un TR sospechoso es una
indicacion absoluta para realizar una biopsia de préstata. En aproximadamente el
18% de todos los pacientes se detecta un CaP a partir de un TR sospechoso
aislado; en pacientes con un valor de PSA de hasta 2 ng/ ml tiene un valor
predictivo positivo del 5 %-30 %. (Heidenrich, A. et al, 2010)

3.3.3 Biopsia Prostatica

La necesidad de una biopsia de prostata ha de determinarse en funcion de
la concentracion de PSA, un TR sospechoso o ambos. También debe tenerse en
cuenta la edad bioldgica del paciente, las posibles enfermedades concomitantes y
las consecuencias terapéuticas.

El primer valor elevado de PSA no deberia conllevar a una biopsia
inmediata. El valor de PSA debe comprobarse al cabo de unas semanas con el
mismo analisis en condiciones normalizadas (es decir, sin eyaculacion ni
manipulaciéon, como sondaje, cistoscopia o reseccion transuretral, y sin infeccion
urinaria) en el mismo laboratorio diagndstico, utilizando los mismos métodos.
(Heidenrich, A. et al, 2010)
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Figura 8. Pruebas de laboratorio usualmente empleadas para el diagnéstico del cancer de

préstata. Donde PSA, Antigeno Prostatico Especifico.
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3.4 TRATAMIENTO DEL CaP

Una vez que se ha diagnosticado el CaP, la decisién de tratamiento
dependera de varios factores. Al inicio, cuando se tiene un CaP localizado y
asintomatico, el cual es sensible a la castracién y no es metastasico, las terapias
por las que se optan son la cirugia, la radioterapia y/o el tratamiento hormonal.
(Feldman & Feldman, 2001)

El tratamiento quirdrgico de CaP consiste en una prostatectomia radical
(PR), que supone la extirpacion de toda la préstata entre la uretra y la vejiga, asi
como la reseccion de ambas vesiculas seminales junto con el tejido adyacente. En
varones con CaP localizado y una esperanza de vida = 10 afos, el objetivo de una
PR por cualquiera de sus variantes es la erradicacion de la enfermedad.
(Heidenrich, A. et al, 2010) Por otro lado, la radioterapia es usada como
tratamiento inicial para los canceres de bajo grado que aun se encuentran
confinados en la glandula o inclusive si el cancer no fue removido completamente
o presenta recurrencia después de la PR. (Radiation therapy for prostate cancer,
2016).

Aunque el Tratamiento de Privacion Androgénica (TPA), es aun un tema
de debate para los beneficios que puede ofrecer en el tratamiento del CaP al inicio
o durante la progresion de la enfermedad, en la Guia Clinica del Cancer de
Prostata de la Asociacion de Urologia Europea publicada en 2010 se indica el
tratamiento hormonal como util en cuanto a la disminucion de los sintomas de la
enfermedad en estadios avanzados, sin embargo, no hay pruebas concluyentes
de que prolongue la esperanza de vida. (Feldman & Feldman, 2001; Heidenrich, A.
et al, 2010) Cuando las células prostaticas se encuentran privadas de la
estimulacion de los androgenos, sufren apoptosis; de esta forma, se considera util
este efecto en la terapia y cualquier tratamiento que provoque finalmente una
supresion de la actividad androgénica se denomina tratamiento de privacion

androgénica (TPA). (National Cancer Institute, 2016)
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3.4.1 El Tratamiento de Privacion Androgénica.

En 1941, Huggins y Hodges evaluaron el efecto favorable de la castracion
quirargica y la administracion de estrégenos sobre la progresion del CaP
metastasico. Demostraron por primera vez la respuesta del CaP a la privaciéon
androgénica y de esta forma establecieron el inicio de la TPA. (Huggins & Hodges,
1941; 1972)

La privacién androgénica puede lograrse mediante las siguientes formas:

- Supresién de la secrecion de andrégenos testiculares mediante castracion
quirurgica o médica.

- Inhibicién de la accién de los andrégenos circulantes a nivel de sus
receptores en las células prostaticas con compuestos competidores que se

denominan antiandrégenos.

Ademas, en algunos de los casos, estos dos métodos pueden combinarse
para poder lograr el bloqueo androgénico maximo (BAM) cuando el CaP es aun

asintomatico, no metastasico y hormonosensible.

I. Castracion Quirurgica

La castracion quirurgica sigue siendo el método de referencia de TPA con
el que se valoran todos los demas tratamientos. La eliminacion de la fuente
testicular de andrégenos origina un descenso considerable de las concentraciones
de testosterona aunque persiste una concentracion muy baja de ella. Teniendo en
consideracion las diferencias entre laboratorios clinicos para el establecimiento de
los valores de referencia, la concentracion de testosterona total en suero en la
etapa adulta a partir de los 20 afios se ubica entre 240-1,300 ng/dL, y a partir de
los 50 anos se establece entre 180-740 ng/dL. El valor medio de la testosterona
tras la castracion quirdrgica se ha establecido en un valor de 20 ng/dl. (Polascik et
al, 1999; Heidenrich et al, 2010)

13



ll. Agonistas y antagonistas de la LHRH

Los agonistas de la LHRH de accién retardada (buserelina, goserelina,
leuprorelina y triptorelina) se han utilizado en el CaP avanzado durante mas de 15
afos y, en la actualidad representan una de las principales formas de TPA. Son
analogos sintéticos de la LHRH lo cual estimula la liberacién de LH y FSH, y
promueve a su vez la produccion de testosterona. La exposicion cronica a estos
agonistas provoca, con el tiempo, una regulacion a la baja de los receptores de
LHRH, con la consecuente supresién de la secrecién de LH y FSH y la produccion
de testosterona, haciendo que esta ultima disminuya a cifras de castracion al
término del tratamiento. Los antagonistas de la LHRH se unen de manera
inmediata y competitiva a los receptores de LHRH de la hipdfisis dando como
resultado la rapida disminucion de las concentraciones de LH, FSH y testosterona.
(Heidenrich et al, 2010)

lll. Antiandrégenos

Los antiandrogenos compiten con la testosterona y la DHT a nivel del
receptor presente en el nucleo de la célula prostatica, lo que favorece la apoptosis
e inhibe el crecimiento del CaP. Estos compuestos orales se clasifican segun su
estructura quimica en esteroideos, por ejemplo, acetato de ciproterona (ACP),
acetato de megestrol y acetato de medroxiprogesterona, y no esteroideos o puros,
como la nilutamida, flutamida y bicalutamida. Ambos tipos compiten con los
androgenos a nivel del receptor. (Heidenrich et al, 2010)

Aunque la TPA causa regresion de los tumores, muchos de los pacientes
eventualmente desarrollan un cancer independiente de andrégenos o resistente a
la castracion (CPRC). EI CPRC es una forma letal del CaP que progresa de
manera mas agresiva que el CaP dependiente de andrégenos y que por lo general
logra generar metastasis. (Feldman & Feldman, 2001) La mayoria de los pacientes
desarrollan un CPRC dentro de los primeros 2-3 anos posteriores al inicio de la
TPA y es ahora catalogado como la progresion de la enfermedad a pesar de la
castraciéon quimica o quirurgica. El paradigma relacionado a este estadio se

enfoca actualmente en entender que la via androgénica continia teniendo un
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papel importante en el funcionamiento y desarrollo del CPRC. Incluso, mientras
que otras vias de sefializacidn pueden estar contribuyendo a promover la
resistencia a la castracién, el RA permanece como la molécula mas importante en
la continuidad del CPRC aunque los niveles de testosterona en el organismo sean
muy bajos. (Chandrasekar, Yang, Gao & Evans, 2015)

En la figura 9 se engloban los pasos que se siguen para llevar a cabo la

terapia de privacién androgénica.

Figura 9. Progreso natural del CaP. Se presentan los niveles de PSA en suero
usualmente vistos en la clinica con respecto al tiempo de desarrollo de la enfermedad.
Donde HPB, Hiperplasia Prostatica Benigna; BAM, Bloqueo Androgénico Maximo; Cx,

cirugia; CPRC, CaP Resistente a la castracion.
(Editado de Cruz Hernandez, 2016)
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3.5 LOS MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DEL CaP

Mientras que los modelos en cultivo (in vitro) son extremadamente utiles
para el entendimiento de la biologia del cancer de prostata, estos no pueden
realmente englobar todos los mecanismos que intervienen en el desarrollo y
progresion del cancer cuando éste se encuentra en su microambiente biologico.
(Lamb & Zang, 2005; Ittmann, Huang, Radaelli, Martin, Signoretti, Sullivan, &
Cardiff, 2013; Wu, Gong, Roy-Burman, Lee & Culig, 2013; Simmons, Elshafae,
Keller, McCauley & Rosol, 2014; Cunningham & You, 2015)

El desarrollo de modelos in vivo que logren abarcar la historia natural de
los canceres humanos y su respuesta clinica a las terapias constituyen uno de los
mayores pre-requisitos para trasladar adecuadamente la investigacion de terapias
del laboratorio, que han sido efectivos en modelos animales, al paciente (Figura
10). (Cekanova & Rathore, 2014)

Figura 10. Importancia de los modelos animales en el descubrimiento de farmacos para

deteccion y tratamiento del cancer. (Editado de Cekanova & Rathore, 2014)

La mayoria de los animales y primates, excluyendo a humanos, no
desarrollan espontaneamente CaP, por lo cual el uso convencional de algunas
especies animales ha sido considerado y limitado a las que desarrollan
espontaneamente la patologia como lo son ratas, ratones, perros y humanos.
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En 2014 se tuvo un estimado de 1.6 millones de humanos diagnosticados
con cancer en los Estados Unidos de América, en comparacién con los 6 millones
de perros y gatos que también fueron diagnosticados en el mismo afio. La amplia
poblacion de mascotas con cancer brinda la oportunidad de estudiar los casos
espontaneos de cancer de manera similar a los que ocurren en el humano. Los
perros desarrollan tumores en una frecuencia doble que los humanos, mientras
que los gatos los desarrollan en una frecuencia a la mitad que la de los humanos.
Las ventajas que ofrecen estos modelos son: sistema inmune intacto, tumores
heterogéneos, desarrollo de enfermedades recurrentes y resistentes a farmacos, y
posibilidad de metastasis; e incluso los mismos oncogenes y supresores de
tumores contribuyen al desarrollo de cancer tanto en perros como en humanos.
(Cekanova & Rathore, 2014)

3.5.1 Modelos murinos en el estudio del cancer

Mucha de la investigacion sobre genética del cancer humano recae en los
modelos murinos, ya que estos han revolucionado la habilidad en el estudio de la
funcidbn de genes y proteinas in vivo y para entender mejor las vias de
sefalizacion implicados en el desarrollo del cancer. (Cekanova & Rathore, 2014)

En la tabla 1 se mencionan algunas ventajas y desventajas relacionadas al

uso de ratones en la investigacidn sobre el cancer.

l. Modelos de cancer por induccion quimica.

Este tipo de modelos consisten en exponer al ratdbn a agentes quimicos
que simulan la influencia de factores ambientales y provocan alteraciones
genéticas. Para este tipo de modelos, el desarrollo del cancer se lleva acabo con
la exposicidon a carcindgenos, entre los que destacan la N-butil-N-(4-hydroxibutil)
nitrosamina, la 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona, la N-etil-N-nitrosourea,
el azoximetano, el benzopireno, el uretano, y fibras de asbestos. Este tipo de

modelos no son muy empleados debido a que requieren secuenciacion masiva
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para identificar las mutaciones causales del desarrollo del cancer, lo cual resulta

muy laborioso y tardado. (Cekanova & Rathore, 2014)

Ventajas DEISVERIETES

No necesariamente refleja las
Tamano pequeno que facilita su | caracteristicas biologicas, genéticas

cuidado y epigenéticas de los tumores
humanos
Mayor rapidez metabdlica que el
Ciclo de vida corto. Tiempo de humano.
gestacion corto. Tolerancia a altas concentraciones

de farmacos.
Algunas vias de senalizacién
funcionan de manera diferente al
humano

Larga historia de uso para
investigacion cientifica

Posibilidad de manipulacién y
analisis genético
Similitud fisiolégica y molecular
con el humano
Genes que se derivan de un
ancestro comun con el humano
Genoma ya secuenciado
Mantenimiento poco costoso

Modelos metastasicos muy raros

Tabla 1. Ventajas y desventajas generales de los modelos de cancer humano basados en
ratdon. (Cekanova & Rathore, 2014, De Jesus-Monge, 2016)

Il. Modelos de cancer en ratones genéticamente modificados (GEM)

Estos modelos emplean la ingenieria genética para modificar un grupo o
determinado oncogén o supresor de tumores para provocar el desarrollo de un
cancer espontaneo. Los sistemas usualmente usados corresponden a Cre-Lox, el
de regulacion de promotores dependientes de tetraciclinas y los de sitio-
especificos mediados por Flp. Estos modelos son creados por la microinyeccion
de DNA en el pronucleo de cigotos fertilizados y el transgén es integrado en el

genoma.
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Los ratones generados transgénicamente para contener clonas de
oncogenes o los ratones knockout disefiados para tener falta de genes supresores
de tumores, han tenido un impacto muy importante en la investigacion oncolégica
y la translacion a estudios preclinicos. La mayor desventaja de estos modelos es
la falta de control en los niveles de expresidén génica, y la integracion aleatoria de
los transgenes puede resultar en fenotipos inesperados. (Cekanova & Rathore,
2014)

lll. Xenotransplantes

Uno de los modelos en raton empleado en la actualidad es el de xenotransplantes,
donde se injertan células o tejidos externos a un nuevo recipiente bioldgico,
usualmente ratones inmunocomprometidos, lo cual permite que la posibilidad de
rechazo del tejido o de las células humanas sea limitada. Sin embargo, su
principal desventaja es que no se puede estudiar el rol del sistema inmunoldgico
en la progresion del tumor; este aspecto se menciona con mayor detalle en la

seccion 3.6.2.

IV. Ensayos de metastasis

Los ensayos de metastasis consisten en la colocacion de células tumorales en la
circulacion sistémica del raton y en el analisis de su capacidad para colonizar
organos distantes. Su limitacion es que solo estudia la etapa tumoral de

colonizacion metastasica, ignorando asi en analisis de las etapas previas.

3.5.2 Modelos murinos de xenotransplantes

Los tipos mas comunes de ratones inmunocomprometidos usados en la
investigacion del cancer son los ratones atimicos desnudos [Foxninu] y los
ratones con Inmunodeficiencia Combinada Grave (SCID, por sus siglas en inglés).
Los ratones atimicos desnudos tienen una mutacion en el gen Foxn1 lo cual
resulta en una falla del desarrollo del timo, por lo cual no hay diferenciacion ni
maduracion de linfocitos T. Los ratones SCID tienen un polimorfismo de nucleétido
simple (SNP, por sus siglas en inglés) a lo largo del gen del polipéptido catalitico
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de la proteina-cinasa dependiente de DNA (Prkdc), lo que resulta en una falla
completa del sistema inmune debido a la ausencia de linfocitos atipicos T y B.
Esta deficiencia de sistema inmunitario permite la implantacion de células
tumorales humanas. Sin embargo, la inmunidad innata, en particular las células
‘natural killers” (NK), puede limitar el crecimiento tumoral en ratones
inmunodeficientes desnudos y de esta forma no ser utiles para estudios de
metastasis. (Talmadge, Singh, Fidler & Raz, 2007; Richmond & Su, 2008;
Cekanova & Rathore, 2014)

Como lo describe Cekanova & Rathore (2014), este tipo de modelos
permite el estudio y desarrollo in vivo de terapia anti-cancerigena, asi como de
agentes de monitoreo. La mayor desventajas de los modelos de xenotransplantes
que limita la translacién rapida a la investigacion clinica incluyen: efectividad y
especificidad de los farmacos anticancerigenos dirigidas a solo ciertos tipos de
cancer, la vascularizacién superficial de los tumores xenotransplantados y la falta
de interaccion tumor-estroma, ademas de que debido al sistema inmunitario
comprometido de los modelos murinos, no se representa completamente el
comportamiento natural que ocurre en los canceres humanos.

Cunningham & You (2015) describen que existen 3 modelos de
xenotransplantes murinos actualmente utilizados en el CaP: subcutaneos,
ortotopicos y bajo la capsula subrenal (SRC, por sus siglas en inglés), éste ultimo
aun en desarrollo. A continuacion se describen los dos primeros tipos de modelos

de xenotransplantes:

- Subcutaneos: desarrollados por primera vez utilizando la insercién de tejido
prostatico de pacientes en el lomo de ratones desnudos a finales de 1970
por Schroder y colaboradores en “Erasmus University Rotterdam”. Lo cual
dio como resultado la primera linea celular tumoral transplantable, PC-82.
Las ventajas de ésta modelo incluyen facil acceso a la zona de implante y
menor demanda de experiencia técnica, asi como la cantidad del tejido
tumoral que puede ser introducida. El rendimiento es muy bajo, debido a la
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pobre vascularizacién del tejido dérmico, encontrando en la literatura un

rendimiento de entre el 3% hasta el 58%. (Figura 11)

ﬁ Implantacien = Tiempo m

Célulasde sSyprutanes [semanas) =
Cancerde Ratones atimicos Raton con desarrollode
Prostata tumer en sitiode implante

Figura 11. Implantacion de células de CaP para modelo de xenotransplante
subcutaneo. (Editado de Thalmann et al., 1994)

Ortotopicos: Stephenson et al. Introdujeron este modelo en 1992. El modelo
permite la introduccién del tejido prostatico canceroso humano dentro de la
préstata del raton y como parte de sus ventajas se incluye la relevancia de
la interaccion entre el tejido implantado y el érgano de origen de la
patologia, ademas del incremento en la posibilidad de metastasis. El
rendimiento es mas favorable, reportandose cerca del 72%. Ademas, ofrece
la ventaja de implantar tejidos tumorales con un mayor rango de
agresividad, permitiendo el estudio de invasion y metastasis. Sus
principales desventajas se basan en las habilidades que se requieren para
llevar a cabo la cirugia y la limitada cantidad de tejido que puede ser

introducida en la préstata del ratén (Figura 12).

Figura 12. Exposicion de la prostata en rata para implantacién de células para

xenotransplante ortotdpico. (Editado de Tumati et al. 2013)
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Sin embargo, se debe tener en cuenta que los modelos de
xenotransplantes murinos de CaP no mimetizan al 100% todos los aspectos
involucrados en el desarrollo del cancer de prostata, por ejemplo, en el humano la
enfermedad se puede dar en diferentes zonas dependiendo el individuo, donde
frecuentemente comienza en la zona de transicién para la hiperplasia prostatica
benigna; mientras que por otro lado, en la prostata de rata y de ratén existen 4
I6bulos diferentes: anterior, dorsal, lateral y ventral (Figura 13). (Lamb & Zhang,
2005; Simmons et al., 2014)

Figura 13. Vista esquematica de la anatomia de la prostata, a) humana; y b) murina.
(Kaiser, S., 2005)

Los Iébulos dorsales y laterales son los mas similares a la zona periférica
de la prostata humana, pero este concepto se basa en informacion descriptiva y
no a caracterizaciones moleculares. En algunas cepas de ratas, el desarrollo
tumoral es dependiente de androgenos, mientras que en perros es usualmente
independiente de androgenos y con falta en la produccion de PSA, en contraste
con las etapas tempranas de la enfermedad en humanos que es andrégeno-
dependiente con constante produccion de PSA. (Lamb & Zhang, 2005; Simmons
et al., 2014)

Por las razones antes mencionadas, la enfermedad no se llega a estudiar
en su mayoria directamente en la préstata de los modelos animales y se opta por

el empleo de modelos subcutaneos.
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Horoszewicz et al. (1983), realizaron un modelo de xenotransplante
subcutaneo en ratones desnudos para evaluar la respuesta hormonal. Después de
la implantacién de las células LNCaP, el desarrollo del tumor fue favorecido por los
andrégenos. Sin embargo, una vez que el tumor se establecio, el desarrollo
tumoral fue similar sin importar si los ratones eran machos o hembras o la
manipulacion hormonal sugiriendo que los cultivos celulares consisten de células
que son heterogéneas en su respuesta a las hormonas. Lo cual fue fundamentado
en evidencia reportada donde en ratas castradas, la progresién del
adenocarcinoma de préstata de Dunning a un estado resistente a la castracion es
debido a la heterogeneidad del in6culo original y por un proceso de seleccion
acelerado in vivo.

En 2002, Marianne D. Sadar, et. al., describen el establecimiento de un
modelo murino parecido al xenotransplante de CaP en ratones inmunosuprimidos,
con el fin de implementar un modelo apropiado en el cual no exista contaminacion
del tumor en desarrollo por parte de las células del hospedero empleando fibras
huecas que permitan el desarrollo del tumor pero manteniéndolo excluido del
ambiente hospedero. Ademas, describen las alteraciones en cuanto a niveles de
PSA en el suero de los ratones como reflejo del desarrollo tumoral antes y
después de haber realizado una castracion quirurgica a cada uno de los ratones,
mimetizando de ésta forma lo que ocurre con la TPA y evaluando la progresion a

un CaP resistente a la castracion (Figura 14).
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Figura 14. Seguimiento de PSA antes y después de privacién androgénica. Se distingue
el punto marcado como CX como el periodo de tiempo en el que se realizo la cirugia de

castracién. Tomado y modificado de Sadar, (2002).

Los modelos de xenotransplantes murinos, han aportado grandes beneficios en la
investigacion realizada sobre el CaP, asi como en el rol central del RA y los
cambios comunes que se dan en la progresion de la patologia. (Hu, Ippolito,
Garabedian, Humphrey & Gordon, 2002) Por lo tanto, la implementacion de
modelos animales en el campo de investigacidn basica continua siendo uno de los

puntos de partida en el abordaje de las patologias que afectan al ser humano.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente no se conocen los mecanismos moleculares especificos por
los cuales se desarrolla el cancer de prostata; en la investigacidn clinica actual se
utilizan diferentes modelos in vitro e in vivo, siendo los modelos in vivo una
herramienta indispensable en el estudio del CaP usando un modelo de
xenotransplantes. A la fecha en México no existe un modelo de xenotransplantes
para el estudio del CaP y que permita estudiar el microambiente tumoral y los

mecanismos moleculares que intervienen en la enfermedad.

5. HIPOTESIS

Dado que a la fecha no existe un modelo murino de xenostransplantes
para CaP en México, entonces es posible reproducir y establecer un modelo con

células de CaP en ratones inmunosuprimidos.

6. OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

Reproducir un modelo animal de xenotransplante subcutaneo para el
estudio del CaP.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Inducir el desarrollo tumoral por parte de células de CaP en ratones
inmunodeprimidos de fenotipo desnudo para modelo de xenotransplante.

2. Definir el rendimiento de desarrollo tumoral.

3. Monitorear las dimensiones del tumor desde el momento del implante, asi
como después de realizar una castracion quirurgica.

4. Monitorear los niveles de PSA en suero murino y establecer si hay
correlacién con el desarrollo tumoral.

5. Evaluar la existencia del RA en tejido tumoral pre-castrado y post-castrado.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 LINEA CELULAR Y ANIMALES

Se utilizaron células de la linea LNCaP, las cuales fueron obtenidas de la
American Tissue Type Culture Collection (ATCC), estas células fueron mantenidas
y cultivadas en monocapa en placas de cultivo de 10 cm y se empleé medio RPMI-
1640 suplementado con 10% de FBS. Se mantuvieron en incubadora (ULTIMA II)
a 37°C y atmosfera al 5% CO2. Se cont6 con 9 ratones machos “desnudos” (cepa
nu/nu) de 6-8 semanas de edad adquiridos en el bioterio del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INNSZ). Todos los ratones fueron
aislados en condiciones libres de patégenos, con intervalos de luz/oscuridad 12/12
horas, con agua y alimento ad libitum. Los ratones fueron pesados y monitoreados
en cuanto a salud al momento de ser empleados y posteriormente durante el resto
del experimento y el manejo de los mismos se realizd en apego a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, la cual describe las consideraciones técnicas para

el cuidado y uso de los animales de laboratorio.

7.2 IMPLANTACION DE CELULAS

Las células a implantar fueron lavadas con solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS) a pH 7 y fueron dispersadas empleando 1.5 mL de tripsina al 0.1%
por caja de cultivo de 10 cm dejando incubar a 37°C y atmosfera al 5% CO.
durante 1 minuto. El efecto de la tripsina fue detenido adicionando 0.5 mL de
medio de cultivo con 5% de FBS y colocado en tubos de poliestireno de 50 mL.
Posterior a la tripsinizacion, las células fueron lavadas con PBS y posteriormente
con medio RPMI-1640 libre de rojo de fenol suplementado con 10% de Suero
Fetal Bovino, para los lavados se centrifugaron los tubos a 1100 rpm durante 2
minutos. Se realizé el conteo celular empleando un hematocitémetro. Una vez
contadas, las células se llevaron a un volumen adecuado con medio donde la
cantidad de células fuera la necesaria para inocular a cada uno de los ratones que
conforman cada grupo de manera subcutanea la cantidad de 5 x10° células. La
implantacion de las células se realizé en el lomo de los ratones implantando un

volumen de 100 pyL conformado de 50% de Matrigel como soporte celular.
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De los 9 ratones disponibles, se tomaron 3 ratones como grupo control
(sin implante celular) y a los 6 ratones restantes se les realiz6 el implante celular.
Después de la implantacién, el tumor de los ratones se midié cada semana vy
utilizando la siguiente formula se determin6 el volumen tumoral (Medina et al,
2008):

T
VT =D XdZXg

Donde
VT: Volumen del tumor (mm®)
D: Diametro mayor

D: Didmetro menor (mm)

En la literatura se reporta un promedio de volumen tumoral de entre 250-
300 mm?® adecuado para realizar la privacion androgénica o inclusive iniciar con
tratamientos farmacoldgicos cuando estos son requeridos, sin embargo para
observar las variaciones que pudiera tener el efectuar antes o después de haber
llegado a éste volumen, se registrd el tiempo en que tardé el tumor subcutaneo en
ser palpable y cuando el volumen tumoral -calculado correspondié a
aproximadamente 300 mm® o sobrepasara este volumen se realizd la castracion

quirurgica para cada uno de los ratones y se continué con su monitoreo semanal.

7.3 CASTRACION QUIRURGICA

Durante la cirugia de castracion, los ratones fueron anestesiados con una
mezcla de isofluorano/oxigeno utilizando una unidad de inhalacién para roedores
(Bickford, Wales Center, NY).

Se realiz6 una pequefia incision abdominal de manera que se lograra
ingresar a cavidad abdominal, una vez en ella, los testiculos fueron externalizados
para realizar la adecuada ligacion de los conductos y posteriormente el corte de
los testiculos. La piel fue suturada y los ratones se mantuvieron en observacién
durante las horas posteriores a la cirugia hasta confirmar una recuperacion

satisfactoria. (Ver Anexo Suplementario 1)
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7.4 ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO (PSA)

Semanalmente se realizé la obtencion de muestra sanguinea por corte del
extremo de la cola y goteo de la sangre (aprox. 100 yL) en tubos de poliestireno
(BD Microtainer #365967). No se requirié anestesia para el procedimiento. Las
muestras fueron procesadas, se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos y el
suero fue colectado en un tubo de poliestireno nuevo para cuantificacion de PSA
empleando un ELISA tipo sandwich (Abnova #KA0208). (Ver Anexo Suplementario
2)

7.5 EXTRACCION DE TEJIDO TUMORAL

En cuanto el volumen tumoral llegé a valores mayores de 1,000 mm?® se
procedio a realizar el sacrificio del raton por dislocacién cervical y la extraccion del
tejido tumoral, asi como de la limpieza y corte de este ultimo (Ver Anexo
Suplementario 3). Uno de los cortes de cada muestra fue conservado en formalina
para inmunohistoquimica del RA y otra porcién quedd congelada a -80°C para

analisis posteriores.

7.6 INMUNOHISTOQUIMICA (IHC)

Los tejidos tumorales extraidos fueron sumergidos en un volumen
suficiente de formalina, el cual consiste en una solucién de formol al 10% en agua
que se presenta como un liquido claro, incoloro que ejerce su accion fijadora de
tejidos al coagular a las proteinas, manteniendo la adecuada estructura de los
tejidos y facilitando la coloracion posterior. Las muestras fueron entregadas al area
de microscopia del INMEGEN donde se realizd el proceso correspondiente para
tincion del RA.

7.7 REIMPLANTACION DE CELULAS
Se realizé una segunda implantacién de la misma cantidad de células en
los ratones que no hubieran desarrollado cuerpo tumoral después de 5 semanas
desde el primer implante, siguiendo el mismo monitoreo, los criterios de la

castracion quirurgica y sacrificio descritos anteriormente.
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Diagrama general de la metodologia empleada.
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8. RESULTADOS
De los 6 ratones con implante (A3, V2, R2, A1, V1 y R1), solo tres de ellos

(A3, V2, y R2) desarrollaron un tumor posterior a la 4* semana en el sitio del
implante, por lo cual estos tres ratones fueron identificados como ratones con
unico implante, y los ratones restantes (A1, V1 y R1) fueron identificados como
ratones con segundo implante. En los graficos subsecuentes, cada raton se

idéntica de la forma anteriormente descrita.

8.1 VARIACIONES DE PESO CORPORAL

En el Grafico 1 se observa el comportamiento de los pesos corporales
para cada uno de los ratones identificados como los de primer implante desde el
momento en que se realizé la implantacion de células hasta el final de su

monitoreo 19 semanas después.

Grafico 1. Comportamiento de la variacién de peso corporal. Unico implante.

En el Grafico 2 se observa el comportamiento de los pesos corporales

para cada uno de los ratones identificados como los de segundo implante desde el
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momento en que se realizo la segunda implantacion de células hasta el final de su

monitoreo 22 semanas despues.

Grafico 2. Comportamiento de la variaciéon de peso corporal. Segundo implante.

8.2 DESARROLLO TUMORAL Y CUANTIFICACION DE PSA
EN SUERO

Para los graficos en los que se presenta el volumen tumoral y la
cuantificacion de PSA en suero, las escalas de los ejes Y se presentan de manera
logaritmica para facilitar la visualizacion de los datos entre cada uno de los
graficos, asi como su comparacion entre ellos. Ademas, en cada grafico se incluye
la sefalizacion del volumen tumoral de castracion ideal (CXI) que fue determinado
al inicio del experimento después de haber revisado la literatura al respecto, dicho
valor de volumen ideal se establecié en 300 mm>.

Los 3 ratones empleados como controles no presentaron indicios de
desarrollo tumoral en el lomo durante el transcurso del experimento y la
cuantificacion de PSA para cada uno de ellos en el suero resulté negativa, por lo
tanto estos valores no se presentan en los graficos. Ademas, los resultados de
cada ratdn se ordenaron de acuerdo a la similitud de su comportamiento a lo largo

del experimento.
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En la quinta semana posterior al primer implante, el raton R2 present6
desarrollo tumoral y se realizé la castracién quirurgica en el momento en el que el
volumen tumoral se encontraba en el CXI. Por cuestiones técnicas al momento de
realizar la cirugia, el raton R2 fallecié durante el procedimiento; las imagenes y
grafico correspondiente del desarrollo tumoral se pueden observar en el Anexo
Suplementario 4. A pesar de este percance, el tejido tumoral fue extraido y
estudiado con IHC, el resultado se muestra en el apartado correspondiente.

Los tres ratones (A1, V1 y R1) que no desarrollaron tumor fueron
reimplantados con la misma cantidad de células que al principio del experimento.
Después de realizar la segunda implantacion de células, el desarrollo del volumen
tumoral ahora tardo en aparecer 8 semanas en comparacion con los ratones que

solo tuvieron un unico implante, el cual aparecio en tan solo 4 semanas.

8.2.1 Ratones sin cambios en el volumen tumoral post-castracion

En los graficos 3 y 4 se observan los seguimientos semanales realizados a
los desarrollos tumorales de los ratones identificados como A3 (Unico implante) y
R1 (segundo implante), respectivamente, asi como las variaciones en los niveles
de PSA en cada suero. El tumor del ratén A3 fue medible a partir de la tercera
semana posterior a la realizacion del implante, siendo este tumor el mas rapido en
aparecer y posteriormente en aumentar su tamafo en las semanas siguientes. El
raton identificado como R1 presentd cuerpo tumoral medible en la octava semana
posterior al implante y el nivel de PSA en suero fue incrementandose a la par con
el volumen tumoral.

La castracion quirurgica para ambos ratones fue realizada en un tiempo
del experimento (semana 6 y 12, respectivamente) en el que el volumen tumoral
se encontraba por arriba del CXI, encontrando asi que aunque el volumen tumoral
no se vio afectado en ninguno de los ratones después de haber realizado la
castracion, la concentracion de PSA en el suero si se vio afectada, el cual
disminuy6é después de la cirugia y en las semanas siguientes se mantuvo sin
ningun cambio. Observando las imagenes del tumor desarrollado en el lomo de los

ratones, la coloracion de los mismos no se vio afectada después de la cirugia de
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castracion (Figuras | y Il). El ratén A3 fue eutanizado 3 semanas posteriores a la
castracion ya que el volumen tumoral era excesivo para continuar con el

experimento.

Grafico 3. Esquema de desarrollo tumoral y cuantificacién de PSA en el suero para el

ratén A3. Unico implante.

Figura I. Seguimiento semanal de apariencia tumoral para el ratén A3.
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Grafico 4. Esquema de desarrollo tumoral y cuantificacién de PSA en el suero para el

ratéon R1. Segundo implante.

Figura Il. Seguimiento semanal de apariencia tumoral para el ratéon R1.

Por otro lado, el raton A1 perteneciente al grupo con un segundo implante
presentd desarrollo paulatino del tumor con concentraciones de PSA muy
correlacionadas (Grafico 5); sin embargo, al realizar la cirugia al llegar a (300
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mm°) el ratén fallece y no es posible continuar con su monitoreo. La coloracién del
tumor en el lomo del raton se presentaba de color morado indicando

vascularizacion del area del tumor (Figura IlI).

Grafico 5. Esquema de desarrollo tumoral y cuantificacion de PSA en el suero para el

raton A1. Segundo implante.

Figura lll. Seguimiento semanal de apariencia tumoral para el raton A1.
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8.2.2 Ratén con cambio en el volumen tumoral post-castraciéon

En la quinta semana posterior al primer implante, el ratdbn V2 del grupo de
implante unico, presentd desarrollo tumoral mucho mas lento que el ratén A3 y se
realizé la castracién quirdrgica en el momento en el que el volumen tumoral se
encontraba en el volumen de CXI (300 mm®).

Durante la observacion semanal del ratén V2, el volumen tumoral se
mantuvo estatico durante aproximadamente 8 semanas para posteriormente
volver a incrementarse, la concentracion de PSA en el suero disminuyo
considerablemente en las 5 semanas posteriores a la cirugia para volver a
repuntar a valores observados previos a la cirugia (Grafico 6). Ademas, como se
observa en las imagenes del tumor en el lomo del ratén (Figura 1V), el tumor desde
su crecimiento se encontraba con una coloracion morada sugiriendo nuevamente
una extensa vascularizacion, y es interesante como después de haber realizado la
cirugia de castracién en la semana 7, ésta coloracion disminuyo inclusive hasta la
semana 14 que fue el momento en el que el aspecto del tumor en el lomo del ratdon
comenzo a cambiar y a partir de la semana 16 se comenzé a observar la aparicion

de laceraciones en la piel.

Grafico 6. Esquema de desarrollo tumoral y cuantificacion de PSA en el suero para el

ratén V2. Unico implante.
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Figura IV. Seguimiento semanal de apariencia tumoral para el ratén V2

8.2.3 Desarrollo de tumor secundario post-castracion

El desarrollo tumoral del ratéon V1 perteneciente al grupo de ratones con
segundo implante permanecio casi estatico desde el primer indicio de tumor en la
semana 8 posterior al implante celular, las variaciones en cuanto a su tamafno
fueron menores al igual que las concentraciones de PSA en suero en esas
semanas (Grafico 7). Por tal motivo, se decidié realizar la castracién para este
raton una vez que habian transcurrido 17 semanas desde el implante celular.
Sorprendentemente, después de 2 semanas de haber realizado la cirugia de
castracion aparecio un segundo tumor localizado en el cuello del raton, el cual en
primer instancia en la semana 19 se observd completamente de coloracion
morada y después de 4 dias la coloracion disminuyd, el volumen tumoral aumenté
aceleradamente pero con coloracion disminuida similar a como la que presento el
raton V2 en las semanas posteriores de realizada la cirugia. Ademas, el tumor
inicial que presentaba éste raton comenzo6 a incrementar su tamafo aunque de
forma lenta, y ambos tumores comenzaron a presentar laceraciones en la piel
(Figura V).
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Grafico 7. Esquema de desarrollo tumoral y cuantificacién de PSA en el suero para el

ratén V1. Unico implante.

Figura V. Seguimiento semanal de apariencia tumoral para el ratén V1.
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8.3 INMUNOHISTOQUIMICA PARA EL RECEPTOR DE
ANDROGENOS

Cada uno de los tejidos tumorales extraidos de los ratones fue embebido
en formalina y posteriormente colocado en parafina para obtener cortes
adecuados para su tratamiento de IHC para el RA.

Las imagenes presentadas en esta seccion se obtuvieron después de
aplicar la técnica de tincion de los tejidos empleando hematoxilina y el
correspondiente anticuerpo para el RA. Dada la naturaleza de la tincion, en cada
una de las imagenes se observan estructuras de coloracion purpura o rosa que
corresponden al nucleo celular y el citoplasma, respectivamente; mientras que las
estructuras en las que se observa una coloracién café indican la presencia del RA.

Se realizd una tincién control tomando el epididimo extraido de una de las
cirugias de castracién de los ratones, el resultado de la tincion se observa en la
Figura VI. Al comparar ambos tejidos, se distingue mayor tincidén correspondiente
al RA en el tejido del epididimo, lo cual indica mayor expresion y actividad del
receptor en éste sitio anatomico; mientras que en el tejido testicular, se observa
una menor tincion relativa.

Aunque estas tinciones no permiten identificar la produccion de
testosterona como tal, si permiten estandarizar la técnica de tincidn empleada

para su uso en los tejidos de los tumores extirpados.
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Figura VI. Tincion por IHC para RA en epididimo.

Imagen 10X y zoom

Por otra parte, al realizar la misma tincion para el RA en los tejidos
tumorales extirpados se observan diferencias en cuanto a la presencia del RA
antes y después de la privacion androgénica en cada uno de los tejidos. En la
Figura VIl y VIl se presentan las distintas imagenes obtenidas para cada uno de
los tejidos.

Es importante recordar como fue el comportamiento de desarrollo tumoral
en cada uno de los ratones para poder analizar mas a fondo las diferencias que se
observan en cada uno de los tejidos; por lo tanto, se presenta un resumen del
comportamiento del desarrollo tumoral de cada raton seguido de las imagenes de

IHC correspondientes.

- Ratones con unico implante
- Raton R2:
El tumor fue medible después de 5 semanas desde el implante
celular. El tumor fue extraido cuando aun se encontraba en un
ambiente hormonal y al presentar un volumen cercano al CXI

después de 7 semanas desde el implante.
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- Ratén A3:
El tumor fue medible después de 3 semanas desde el implante
celular. La privacién androgénica se realizé en un volumen superior
al CXI (1086.9 mm?). El nivel de PSA descendié y se mantuvo
constante en las semanas siguiente. El tumor fue extraido 3
semanas después de la privacion al contar con un volumen de
2922.3 mm®,

- Raton V2
El tumor fue medible después de 5 semanas desde el implante
celular. La privaciéon androgénica se realizdé en un volumen cercano
al CXI (313.7 mm®). El nivel de PSA descendié y se mantuvo a la
baja durante las siguientes 6 semanas para volver entonces a
aumentar. El tumor fue extraido 10 semanas después de la privacion

al contar con un volumen de 657.3 mm?.

En la Figura VIIl se observa como los tejidos correspondientes a los
ratones R2 y A3 no presentan tincion significativa para el RA (color café), ademas
de que la estructura celular se observa poco organizada; es importante mencionar
que estos tejidos se obtuvieron cuando el tumor tenia tan solo 0 y 3 semanas
después de realizada la privacidon androgénica, en comparacién con el tejido
obtenido del raton V2, el cual después de la privacion androgénica se mantuvo
desarrollandose durante 10 semanas antes de ser extraido. La tincion para el RA
en este ultimo tejido fue muy abundante y la estructura del tejido se encontraba
mas deteriorada.

En la Figura IX, se observa abundante tincion del RA para los tejidos
obtenidos de los ratones A1 y R1, mientras que para el tejido del tumor del ratén
V1 no fue posible distinguir tincion del RA debido a que el tejido se encontraba
muy deteriorado. Asi mismo, en la imagen correspondiente al tejido del ratén R1 el

tejido empieza a presentar sefiales de deterioro.
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Figura VII. Imagenes de IHC de tejidos tumorales. Ratones con unico implante. Se
presentan las imagenes de IHC para el RA de cada uno de los tejidos extirpados,
asi como la informacion relevante de tiempo de obtencién del tejido después de la

cirugia y el volumen tumoral en ese momento. Imagenes originales a 10x.
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Ratones con segundo Implante

Ratén A1:

El tumor fue medible después de 8 semanas desde el implante
celular. El tumor fue extraido cuando aun se encontraba en un
ambiente hormonal y al presentar un volumen cercano al CXI

después de 12 semanas desde el implante.

Raton R1:

El tumor fue medible después de 8 semanas desde el implante
celular. La privacién androgénica se realizé en un volumen superior
al CXI (688.3 mm®) en la semana 12 después del implante. El nivel
de PSA no descendid, pero se mantuvo constante en las semanas
siguientes. El tumor fue extraido 3 semanas después de la privacion

al contar con un volumen de 2467.9 mm®.

Ratén V1

El tumor inicial se mantuvo sin cambios durante 17 semanas
posteriores al implante. Se optd por realizar la privacién androgénica
cuando el tumor contaba con 77.9 mm?®. Tres semanas posteriores a
la privacién aparecié un segundo tumor medible en 447.6 mm?®. El
nivel de PSA aumentd considerablemente después de realizada la
privacion androgénica. El primer tumor alcanzé un volumen de 150.5
mm? y el segundo tumor un volumen de 1201.2 mm?. Solo se cuenta

con el tejido y la respectiva IHC para el segundo tumor que aparecio.
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Figura VIIl. Imagenes de IHC de tejidos tumorales. Ratones con segundo implante.
Se presentan las imagenes de IHC para el RA de cada uno de los tejidos extirpados,
asi como la informacion relevante de tiempo de obtencion del tejido después de la

cirugia y el volumen tumoral en ese momento. Imagenes originales a 10x.
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9. DISCUSION

En este trabajo se establecieron las condiciones experimentales para un
modelo piloto de xenotransplante murino de CaP con el cual se establece uno de
los primeros modelos animales de este tipo en México. Principalmente, los
resultados nos indican la factibilidad de establecer el modelo incluso con tan solo
una muestra de 9 ratones con un rendimiento de al menos un 50% de los ratones
implantados (Cunningham & You, 2015), y en general, los resultados obtenidos
brindaron datos referentes al monitoreo del desarrollo tumoral, asi como de los
efectos que ocasiona la privacion androgénica mediante una castracion quirurgica
sobre el desarrollo del mismo tumor; ademas de las implicaciones que tiene el
haber encontrado marcas heterogéneas del receptor de andrégenos en cada uno
de los tejidos de los tumores extirpados.

Los modelos de xenotransplantes, en particular los que usan células
LNCaP, han sido de gran utilidad en el establecimiento y entendimiento de la
tumorigénesis prostatica, el rol central del receptor de andrégenos y un gran
numero de cambios genéticos comunes en el CaP. Aunque tal vez no sea el ideal,
aun es usado en muchas aplicaciones cientificas pre-clinicas y basicas in vitro e in
vivo en muchos laboratorios que evitan los costos y largos periodos de tiempo que
conllevan los sistemas de modelos transgénicos. (XIngu Yu, 2013) A continuacion
se discuten a profundidad los aspectos mas importantes observados en los

resultados del proyecto.

9.1 EL PESO CORPORAL Y LA VELOCIDAD DE
DESARROLLO DEL TUMOR

Los ratones fueron monitoreados semanalmente en cuanto a peso
corporal, para observar las diferencias que pudieran existir entre los ratones que
recibieron un unico implante y los que recibieron un segundo implante. El peso
corporal de los ratones del grupo control se mantuvo por arriba del peso
recomendado (mas de 20 gramos), aunque éste fue modificandose y
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disminuyendo conforme el experimento avanzaba debido al aumento en la edad
de los ratones.

Al comparar el peso corporal de los ratones de unico implante contra los
de segundo implante, se observa que los primeros disminuyeron muy rapidamente
su peso corporal a medida que el volumen tumoral aumentaba; esto fue muy
probablemente debido a errores técnicos al momento de realizar la implantacion
celular al no contar con la mezcla de Matrigel y paquete celular adecuadamente
homogeneizada, provocando que algunos ratones al realizar la primera
implantacion recibieran una cantidad mayor de células, lo cual ocasiond el
acelerado desarrollo tumoral en algunos de ellos y el nulo desarrollo en otros.
Ademas, dado que los ratones desnudos aun conservan la inmunidad innata en su
sistema, esto pudo haber contribuido a anular o demorar el desarrollo tumoral en
los ratones, teniendo en cuenta los diferentes tiempos en los que se hizo visible el
tumor en cada uno de ellos.

Iwaga et al. (2002) describen el uso de la linea celular LNCaP para un
modelo de xenotransplante para caracterizar un modelo celular de CaP con
desarrollo independiente de andrégenos. Este grupo utilizé diferentes cultivos de
la misma linea celular que contaban con diferentes numeros de pase y
encontraron que las células con pases mayores a 81 desarrollaban con mayor
rapidez que las células con pases que rondaban el numero 33 a pesar de haber
sido cultivadas en las mismas condiciones. Esto es muy importante ya que la
mayoria de la literatura consultada no menciona el numero de pase al que
correspondian las células implantadas en los modelos de xenotransplantes
utilizados, lo cual podria ser explicacion para las variantes en cuanto a velocidad
de desarrollo tumoral en cada uno de ellos, asi como del propio desarrollado en el
presente proyecto.

Por otro lado, el paquete celular en cada uno de los implantes se obtuvo
de la recoleccion de diferentes cultivos de la misma linea celular LNCaP, sin
embargo, muchos de los cultivos celulares pueden presentar poblaciones
heterogéneas, fenotipicamente hablando, que compiten por recursos que faciliten
su supervivencia, haciendo que algunos fenotipos predominen sobre otros. En el
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desarrollo experimental no se realizé una caracterizacion de las células empleadas
para asegurar la homogeneidad fenotipica, lo cual podria haber dado lugar a las
diferencias de crecimiento de los tumores, aunado a las diferencias intrinsecas de
cada uno de los recipientes bioldgicos que no se pueden controlar y que afectan

irremediablemente los resultados obtenidos.

9.2 EL VOLUMEN TUMORAL AFECTA EL RESULTADO DE LA
PRIVACION ANDROGENICA

Desde 1983, Horoszewicz et al., describieron los efectos de las
manipulaciones hormonales en tumores provenientes establecidos en
xenotransplantes. En su modelo establecido con células LNCaP recabaron
observaciones de la incidencia y periodo de tiempo para desarrollar tumores. Ellos
describieron que bajo condiciones de deficiencia androgénica, el porcentaje de
animales que desarrollaban tumor era significativamente reducido. Cuando la
deficiencia de andrégenos era reestablecida por implantes subcutaneos de
propionato de testosterona, la incidencia de los tumores se incrementaba a niveles
similares a los de los ratones intactos (que no tenian deficiencia de andrégenos).
Ademas, mencionaron que la formacion de los tumores LNCaP es responsiva a
los andrégenos, pero del crecimiento como tal es independiente de la funcion
gonadal una vez que el tumor se establece.

Los ratones que no fueron implantados con células tuvieron niveles
indetectables de PSA, como era esperado, ya que el PSA es una proteina
humano-especifica que es secretada por las células epiteliales prostaticas. Esto
facilitd el uso de un kit comercial para deteccion de PSA en suero sin que hubiera
interferencias de matriz. En general, lo que se logré observar con cada uno de los
graficos de cuantificacion de PSA y de volumen tumoral reflejan lo observado por
Horoszewicz en 1983, es que al inicio del experimento antes de realizar la
privacion androgénica, los valores de PSA se incrementan conforme el volumen
tumoral también aumenta, esto entonces hace referencia a que la medicién de uno
u otro, PSA o volumen tumoral, es un buen indicador para realizar el seguimiento

del experimento. Sin embargo, las diferencias que se observan en los graficos
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para los ratones como el A3 o R1, a los cuales se les realizd la privacion
androgénica cuando el volumen tumoral era mayor al ideal (>300 mm?), en
comparacion con los demas ratones, indican que ciertamente el volumen tumoral
es un factor importante a considerar cuando se efectua la privacién androgénica
para poder observar algun cambio en su tamafio. Aunado a esto, aunque los
niveles de PSA para los ratones A3 y R1 si disminuyeron o se mantuvieron
estaticos después de la privacion androgénica, se pierde la correlacién entre el
volumen tumoral y el PSA que se tenia previo a la privacion, ocasionando asi que
el monitoreo y la informacion obtenida difiera si se emplea el volumen tumoral o la
cuantificacion de PSA para monitorear el experimento.

Lo anterior queda respaldado al observar el comportamiento del volumen
tumoral y PSA para el ratén V2, al cual se le realizé la privacién androgénica al
llegar a un volumen tumoral ideal, con lo cual la relacion que guardaron entre si
los valores de PSA y de volumen tumoral se mantuvo muy estrecha y con un
comportamiento muy parecido incluso antes y después de la cirugia, indicando
nuevamente que el volumen tumoral al momento de la cirugia es importante en el
experimento para llevar a cabo un monitoreo adecuado empleando uno u otro

factor, el PSA o el volumen tumoral. (Gleave et al., 1992)

9.3 UTILIDAD DEL MODELO EN EL ESTADIO DE CPRC

Como se describid en la introduccion, la producciéon de PSA es el
resultado de la expresion de genes en respuesta a la activacion de los Elementos
de Respuesta a Androgenos cuando hay andrdégenos presentes que interactuan
con el RA; de esta forma los cambios observados en los niveles de PSA reflejan
cualitativamente la activacion que puede tener el RA al haber proliferacion celular
en el xenotransplante y por ende nos puede dar un indicio del comportamiento del
tumor.

El ratén V2 fue implantado con la misma cantidad de células en un unico
implante y su desarrollo tumoral fue paulatino, la cirugia de privacion androgénica
fue llevada a cabo cuando el volumen tumoral se encontraba préximo al ideal,

permitiendo asi el monitoreo mas completo del experimento. Como se menciond
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anteriormente, en el raton V2 la produccion de PSA se encontraba a la par
incrementandose conforme lo hacia el volumen tumoral, pero al realizarse la
privacidon androgénica, se pierden los andrégenos encargados de regular el
desarrollo del tumor en crecimiento, y es por esto que el crecimiento tumoral se
detiene por un intervalo muy largo de tiempo (7 semanas) haciendo que el
volumen tumoral permanezca constante sin sufrir cambios significativos. EI PSA
es importante en este momento del desarrollo tumoral ya que al estar disminuido
nos indica que no se estan expresando como antes los genes relacionados a los
Elementos de Respuesta a Andrégenos, y entonces la(s) via(s) de sefializacidon
relacionada(s) se encuentran interrumpidas. Ante lo observado anteriormente,
cabe recalcar que Gleave et al. (1992) reportaron que la privacién androgénica en
los ratones con tumores LNCaP producia un descenso acelerado en los niveles de
PSA independiente de los cambios en el volumen tumoral; sin embargo, en
algunos de los ratones estos niveles se mantenian estables durante
aproximadamente 2 semanas, posteriormente se incrementaban al cabo de 3
semanas posteriores a la castracion sin la necesidad de administrar testosterona
exégena. Aqui es donde se enfocan las diferencias en cuanto al intervalo de
tiempo para que estos niveles de PSA se volvieran a incrementar, difiriendo asi
entre lo establecido por Gleave y el modelo desarrollado en el presente trabajo.
Por otro lado, Sadar et al. (2002) describe el mismo comportamiento de los niveles
de PSA posteriores a la privacion androgénica, sin embargo, el incremento de
PSA se dio después de 4 semanas de haber realizado la castracion.

Ademas, como se reporta en la literatura, es en este intervalo de tiempo
en el que los androgenos gonadales ya no regulan el desarrollo tumoral y
entonces debe de realizarse un cambio en la sefalizacion molecular del tumor
para que éste pueda seguir desarrollando en el ambiente libre de hormonas al que
se le ha sometido. Este switch necesario en el tumor para poder continuar con su
desarrollo tardé en establecerse 5 semanas en el raton V2 si consideramos el
seguimiento del nivel de PSA en suero; posterior a este tiempo, el nivel de PSA
comenzd a incrementarse rapidamente y en estrecha relacion con el volumen

tumoral que también comenzo6 a incrementarse nuevamente, lo cual indica que el
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tumor fue capaz de dirigir su crecimiento en el ambiente libre de andrégenos. Esta
fase del monitoreo del raton es el estadio de interés en la clinica conocido
actualmente como CaP Resistente a la Castracion.

La recurrencia bioquimica de PSA, una proteina codificada por un gen
regulado por el RA medible en suero, es evidencia de que el CPRC no es
hormono-sensible. Como se reporta en la literatura, cuando se adicionan anti-
androgenos de primera generacion, como flutamida o bicalutamida, al tratamiento
de los pacientes con enfermedad avanzada (en la mayoria de los casos
metastasica), se nota inicialmente una disminucion del PSA sérico indicando una
respuesta directa al bloqueo del RA. Sin embargo, los niveles de PSA se vuelven
a elevar nuevamente a pesar de la terapia anti-androgenos, sugiriendo que los
farmacos han empezado a funcionar como agonistas del RA. (Chandrasekar,
Yang, Gao & Evans, 2015)

9.4 LA PRIVACION ANDROGENICA Y LOS TUMORES NO
ESTABLECIDOS

Ya que no se tiene informacion concluyente que reporte que los modelos
de xenotransplantes con células LNCaP pueden generar metastasis, lo ocurrido
con el raton V1 hace pensar que el primer implante realizado se mantuvo estatico
inicialmente y posteriormente comenzé a desarrollar un tumor que permanecio sin
crecimiento, para que finalmente tras haber realizado la cirugia de castracion se
desarrollara un segundo tumor en el sitio del segundo implante.

El tumor primario fue medible hasta 13 semanas posteriores al primer
implante y debido a que su aumento de tamano fue muy lento, se decidio realizar
la cirugia de castracion en la semana 17 desde el primer implante (semana 12
desde el segundo implante). Después de una semana de haber realizado la
cirugia aparecié un segundo tumor en el sitio del segundo implante y este demoré
13 semanas en aparecer; dicho evento sugiri6 que al llevarse a cabo la privacion
androgénica, ambos tumores que se encontraban en equilibrio sufrieron cambios
en las vias de sefalizacion para poder continuar con su supervivencia. Sin

embargo, este cambio no se llevd a cabo de manera paulatina y resulté ser muy
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agresivo, es por eso que no se observé un periodo estatico como lo observado en
el ratén V2, sino que el desarrollo tumoral para ambos tumores se exacerbo e
inclusive al llegar a la semana 22 desde el segundo implante, el volumen del

segundo tumor fue de 1200 mm>.

9.5 LA VASCULARIZACION EN LOS TUMORES

La angiogénesis es un proceso regulado minuciosamente por la
interaccién dinamica entre los estimuladores e inhibidores angiogénicos que
controlan la proliferacion, migracion e invasion de las células endoteliales. Asi, la
neovascularizaciéon tumoral contribuye a la progresion del cancer facilitando su
crecimiento y metastasis. La iniciacion de la secrecion de proteinas angiogénicas
por las células tumorales es importante en la hiperpermeabilidad vascular,
secrecion de proteasas, rompimiento de la membrana basal capilar y la migracion
y proliferacion endotelial. (Bindukumar et al., 2005)

El incremento en la densidad de microvascularizaciéon en los tejidos
tumorales ha sido correlacionado con un incremento en la etapa y grado tumoral,
metastasis y decrecimiento de la supervivencia en los pacientes. Siendo asi, la
microvascularizacion en el CaP ha sido investigado como un marcador potencial
para identificar pacientes con un alto riego de progresion y recurrencia después de
una prostatectomia radical. La viabilidad, integridad y potencial proliferativo de las
células endoteliales de la prostata humana, asi como en otros 6rganos, han
demostrado ser dependientes de los andrégenos en circulacion y de la expresion
de VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial y Vascular, por sus siglas en inglés).
Sin embargo, la produccién constitutiva de VEGF en la préstata humana parecen
estar reguladas por los androgenos, sugiriendo que la expresion mediada por el
RA del VEGF puede regular el balance entre la estabilidad vascular y la
angiogénesis en la red vascular prostatica. (Montecinos V., Godoy A., Hinklin J.,
Vethanayagam R. & Smith G, 2012)

En los ratones con desarrollo tumoral se observo cierta coloracion morada
en los sitios donde se encontraba el tumor, lo cual indicaba existencia de

vascularizacion; ademas, los niveles de PSA se encontraban altos durante la
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presencia de estas coloraciones moradas, cambiando unicamente cuando se
realizé la cirugia de castracion en el CXI, donde la coloracion disminuyé levemente
para volver a incrementarse cuando el PSA en suero también se incrementaba. A
pesar de que el PSA es aun uno de los biomarcadores empleados en el
diagnostico del CaP al asociarse la enfermedad a niveles altos de PSA,
numerosos reportes en la literatura sugieren que el PSA tiene actividad anti-
angiogénica y que se encuentra regulado a la baja en el tejido de carcinoma
prostatico. Asi, los bajos niveles de PSA en los tejidos se encuentran
frecuentemente asociados con una forma mas agresiva de CaP. (Bindukumar et
al, 2005). Ante esta informacion, la relacién entre los niveles de PSA medibles y el
desarrollo del tumor deberan ser estudiados con mayor detalle en los
experimentos posteriores en los que se reproduzca el modelo animal con el fin de
contribuir a elucidar qué papel tiene el PSA en la progresién del CaP si no solo

fuese un biomarcador.

9.6 INMUNOHISTOQUIMICA

Un alto porcentaje de especimenes clinicos de canceres prostaticos
humanos muestran expresion del Receptor de Androgenos tanto en tumores
primarios como en tumores recurrentes posteriores a la privacion androgénica.
(Sadar M., 2002) Para determinar si los tumores desarrollados expresaban al RA
después de haber realizado la privacion androgénica se realizaron cortes de tejido
que fueron sometidos a Inmunohistoquimica para buscar marcas del RA.
Considerando que los ratones A3, R1 y A1 no tuvieron cambios en el volumen
tumoral después de realizada la privacion androgénica, se esperaria que
presentaran los mismos patrones de tincion; sin embargo, solo el raton A3 no
presentaba tincion observable para el RA. Se debe considerar que el tumor en el
raton A3 desarrollé con rapidez por lo que es posible sugerir que su desarrollo no
se basé en vias asociadas al RA. Los tejidos tumorales de los ratones R1 y A1
indican la presencia del RA en el tejido y que claramente se encuentra expresado
antes y después de realizar la privacién hormonal. Comparando los tejidos de A1y

A3; y aunque ambos tejidos se extirparon aproximadamente al tener el mismo
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volumen tumoral (2,700 mm®) y cuando se tenian 3 semanas post-cirugia para
ambos, la diferencia se observa en el volumen tumoral al momento de la
castracién, donde el volumen del tumor fue de 688.3 y 1086.9 mm?
respectivamente. Ninguno de los volumenes tumorales se vio afectado tras haber
realizado la privacién androgénica, sin embargo, el RA continué expresado en el
ratdbn R1 sugiriendo que su regulacion intratumoral aun dependia de la funcién del
RA.

El ratén V2 fue privado del ambiente hormonal cuando el volumen tumoral
estaba muy proximo (313.7 mm®) al ideal establecido en la metodologia, su
volumen tumoral se mantuvo estatico durante las 7 semanas posteriores a la
intervencion quirurgica, al igual que se presenté la disminucion del nivel de PSA
en suero. Pasadas las 7 semanas, el volumen tumoral se incrementd, asi como
también el PSA en el suero; al haber elevacién del PSA en el suero, el indicio de
que el RA se encontrara activo fue muy probable y quedd respaldado con la
tincion de IHC donde el RA se encuentra ampliamente expresado en el tejido. La
expresion del RA en el tejido sugiere que su regulacion después de 10 semanas
desde la privacién androgénica esta siendo mediada por el efecto de otras
moléculas diferentes a los androgenos que se unen de manera poco especifica al
receptor, indicando asi nuevamente que la via de sefnalizacion del RA permanece
activa y que el modelo desarrollado no es insensible a la activacién del receptor.
(Sadar M., 2002; Cai C., 2011; Marques R., 2011; Chandrasekar, 2015)

Numerosos estudios muestran que la mayoria de los tumores primarios y
canceres en estadios avanzados expresan el RA a pesar del estadio y el grado, o
la sensibilidad hormonal. Sin embargo, la mayoria de los reportes han mostrado
una proporciéon heterogénea en la tincidon del RA en el epitelio prostatico. (Mohler
J., 2009) Estos hallazgos sugieren que la variabilidad del contenido de RA
incrementa con la progresion de la enfermedad y puede en parte contribuir a la
resistencia hormonal. La ausencia del mRNA del RA y la expresidon proteica ha
sido mostrada en las lineas celulares DU145 y PC3 que son independientes de
androgenos. La pérdida de la expresion de RA en estas lineas celulares parece
ocurrir a nivel transcripcional por metilaciones CpG del promotor de RA vy
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desacetilaciones de histonas, en lugar de modificaciones a nivel genbmico como
mutaciones o deleciones. (Chin S., Dickinson J, Holloway A., 2011) Estas
alteraciones epigenéticas del RA pueden jugar un papel importantel en el
desarrollo de la resistencia a la castracion en CaPs que no expresan RA. Ademas,
mientras que la expresion del RA en las células de CaP ha sido el enfoque de
varios estudios, muchos otros han reportado que la pérdida de la expresion de RA
en las células estromales alrededor de las células epiteliales malignas pueden
conllevar al desarrollo de la resistencia a la castracion. (Devlin & Mudryj, 2009)

Al observar la imagen de IHC del tejido tumoral del segundo tumor que
aparecio del ratén V1 se observa gran cantidad de necrosis que imposibilita la
identificacion del RA. Recordando que este tumor aparecié de manera repentina
después de haber realizado la cirugia de castracion, lo observado sugiere que el
desarrollo tumoral fue demasiado agresivo y concuerda con lo descrito en la
literatura sobre el fenotipo observado en los tumores de pacientes con CPRC. Y
en comparacion con el tumor obtenido del ratén A3, el cual no se describié como
un tumor resistente a la castracién, este se mantuvo con determinada estructura
celular en el tejido, indicando una vez mas que el tumor del ratdon V1 estaba
desarrollando de forma mas agresiva ante la falta de andrégenos a pesar de que

el tumor A3 era casi del doble de tamano.
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10.

11.

CONCLUSIONES

Es posible establecer un modelo animal de xenotransplante subcutaneo
para el estudio del CaP.

Es posible monitorear el desarrollo tumoral empleando las dimensiones del
mismo asi como los niveles de PSA en suero.

Existe correlacion significativa entre el PSA cuantificado en el suero murino
y el volumen tumoral solo en los casos donde se realiza la castracion
quirtrgica a menos de 300 mm?.

Se observan diferencias en la expresion del RA en los tejidos tumorales en
tejidos pre-castrado y post-castrado.

El modelo da posibilidad de realizar investigacion relacionada a la Terapia
de Privacién Androgénica, asi como los mecanismos moleculares

implicados en el desarrollo de CaP.

PERSPECTIVAS

Posible seleccion y caracterizacion fenotipica de las células a implantar.
Implantacién de diferentes cantidades de células.

Castracion quirurgica a volumen tumoral <300 mm?.

Extraccién de tejidos tumorales a diferentes intervalos de tiempo.

Analisis de tejidos extraidos por PCR en tiempo real para genes de

moléculas de interés (Receptor de andrégenos, PSA)
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13. ANEXOS SUPLEMENTARIOS

13.1 Anexo suplementario 1. Cirugia de castracion.

Como se mencion6é en la metodologia, los ratones debian ser anestesiados
durante la cirugia wusando la mezcla isofluorano/oxigeno mencionado
anteriormente. Cada raton era colocado boca-arriba y sujetado de las
extremidades empleando cinta adhesiva. Se realiza un pequefio corte en la piel
del abdomen de manera que éste corte solo vaya en una sola direccion,
posteriormente se sujeta la musculatura abdominal y se levanta unos cuantos
centimetros para poder realizar otro corte con el fin de ingresar a cavidad
abdominal. Una vez expuesta la cavidad abdominal, por el corte formado se

exponen los testiculos (Imagen 1.1.).

Imagen 1.1. Externalizacion de testiculos.

Una vez que los testiculos han quedado expuestos, se procedié a realizar la

ligacion de los conductos empleando hilo de seda (Imagen 1.2, 1.3y 1.4).
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Imagen 1.2.

Imagen 1.3.

Imagen 1.4.
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Una vez que se realizo la ligacion de los conductos, se realiza el corte de los
testiculos y cuando se asegurd que no hubiera hemorragia, se procedio a suturar

unicamente la piel (Imagen 1.5).

Imagen 1.5. Apariencia final de sutura.
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13.2 Anexo Suplementario 2. Toma de muestra sanguinea por

corte del extremo de la cola.

Para la toma de muestra sanguinea se utilizé un tubo de poliestireno de 50 mL
para elaborar una trampa con la cual se pudiera tener expuesta la cola del raton y
facilitara su manejo.

Después, empleando una hoja de bisturi se realizé un corte en el extremo de la
cola y para colectar la sangre se emplearon los tubos MicroTainer y se colecta un
volumen maximo de sangre total de 400 uL. Para permitir la salida continua de
sangre se realiza un movimiento de “ordefiamiento” en la cola, y cada gota que
sale se colecta rapidamente para evitar la coagulacién de la misma en la punta
donde se realiz6 el corte. Es importante limpiarse los guantes con una solucién de

alcohol al 70% constantemente durante la toma de la muestra.

Imagen 2.1. Muestras de sangre previos a separacion de suero.

Una vez terminada la colecta, se toma una gasa estéril y se impregna de alcohol al
70% o benzal y se cubre la punta de la cola para detener la salida de sangre. Para
los muestreos posteriores, es importante solo realizar un corte con el bisturi para
retirar unicamente la costra formada por el corte anterior evitando acortar la cola

demasiado.

Al terminar la colecta de la muestra sanguinea, los tubos se centrifugan a 1,000
rom durante 5 minutos y el suero se colecta en un tubo de poliestireno del tamafio

adecuado. Se puede generar hemolisis en la sangre al realizar la colecta de la
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misma, sin embargo al realizar la cuantificacion del PSA en el suero, ésta

hemolisis no interfirié con la deteccion.

Imagen 2.2. Muestras de sangre posteriores a la obtencién de suero.
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13.3 Anexo suplementario 3. Extraccion de tejido tumoral.

Para la extraccion del tejido tumoral se realizan cortes con tijeras alrededor del
cuerpo tumoral con el fin de separar la piel circundante al tumor (Imagen 3.1, 3.2y

3.3)

Imagen 3.1. Imagen 3.2. Imagen 3.3.

Imagen 3.4. Imagen 3.5.
En algunos casos, es posible extirpar el tejido tumoral de manera muy sencilla al
momento de cortar el tejido cutaneo que lo cubre (Imagen 3.4 y 3.5), sin embargo,
en algunos casos, el tejido no se desprende tan facilmente de la piel y es

necesario limpiarlo (Figura 3.6).
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Imagen 3.6.
La limpieza del tejido se realiza en una superficie adecuada que se encuentre en
contacto con hielo y con la ayuda de un bisturi y unas pinzas se retira poco a poco

la piel que se encuentra adherida (Imagen 3.7, 3.8 y 3.9).

Imagen 3.7. Imagen 3.8. Imagen 3.9.
Una vez que se tienen los tejidos limpios de piel, se cortan en porciones
adecuadas dependiendo el fin que se les vaya a dar, en este caso para extraccion

de RNA, inmunohistoquimica y extraccion de proteinas.

En caso de no ser analizados al momento, las porciones se colocan en hielo seco
y posteriormente a -80°C. Si las muestras son procesadas posterior a la

extraccidn, cada porcion sera colocada en condiciones adecuadas:

- Para extraccion de RNA se sumergira en TRIzol.
- Para extraccion de proteinas se colocara en buffer RIPA adicionado con
inhibidor de proteasas.

- Para inmunohistoquimica el tejido se fijara en formalina.
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13.4 Anexo Suplementario 4. Resultados obtenidos del

monitoreo del ratéon R2

Imagen 4.1. Resultados generales del desarrollo tumoral para el ratén R2. A)
Seguimiento semanal de apariencia de tumor; B) valores de la cuantificacién de

PSA en el suero y volumen tumoral.
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