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RESUMEN

El cancer de prostata (PCa) es el segundo tipo de cancer con mayor incidencia y la quinta
causa de muerte asociada a cancer a nivel mundial en hombres. Su progresiéon a formas
resistentes a la castracién (CRPC) representa un desafio terapéutico mayor, que surge
post-terapia de privacién androgénica (ADT), metdstasis viscerales y pérdida de dependencia
del receptor de andrégenos (AR) junto con la apariciéon de fenotipos neuroenddcrinos (NE).
La heterogeneidad intratumoral en tumores mixtos adenocarcinoma-neuroendécrino
(Ad-NEPC) complica el diagndstico y tratamiento, demandando biomarcadores que capturen

dinamicas espaciales y moleculares.

Hemo-oxigenasa 1 (HO-1, codificada por el gen HMOX1) es la enzima limitante en la reaccion
de degradacion del grupo hemo a biliverdina (BV), mondxido de carbono (CO) y hierro
ferroso (Fe?*). Reportes de nuestro laboratorio documentaron por primera vez que la
induccién de HO-1, posee un potente efecto anti-tumoral en el PCa, incluyendo inhibicién de
la proliferacion, la migracién y la metastasis 6ésea a través de vias como NF-KB, HIF-1a y
Wnt/B-catenina. En este contexto, HO-1 emerge como un blanco potencial en el PCa ya que
mantiene la homeostasis celular y contrarresta el dafio oxidativo e inflamatorio. Si bien estos
efectos podrian atribuirse a su actividad candnica citopldsmica, su rol nuclear no candnico en

el PCa aun debe ser esclarecido.

Este trabajo se centré en investigar el rol nuclear de HO-1 en el PCa, enfocandose
particularmente en sus interacciones con factores y co-reguladores de la transcripcidon

génica.

A través de un abordaje protedmico, se delined por primera vez el interactoma nuclear de
HO-1 en células de PCa, identificAndose 11 proteinas interactoras que se hallaban
exclusivamente en el nucleo de células de PCa tratadas con el inductor farmacoldgico de
HO-1, hemina. Integrando analisis bioinformaticos utilizando STRING e IPA (Ingenuity
pathway analysis), se determind que la interaccién entre estas 11 proteinas y HO-1 aun no
se habia descrito. Mediante co-inmunoprecipitacién (Co-IP) utilizando la linea celular de PCa,

PC3, tratadas con hemina, se validaron las interacciones fisicas con factores como BCLAF1 y



SAFB.

Dado que los 11 interactores de HO-1 se detectaron en el nucleo de células de PCa en un
contexto de induccidn de HO-1 (PC3-hemina), nos propusimos investigar si estos interactores
podian modular la expresidn génica. Para ello, se utilizé la plataforma ChIP-Atlas que reune
datos de ChIP-seq de diferentes lineas tumorales. Los andlisis llevados a cabo corroboraron
que BCLAF1, SAFB, ILF3 y DDX17, presentan sitios de unién en los promotores de diversos
genes. Los datos obtenidos en ChlP-Atlas fueron utilizados para explorar vias KEGG
(Enciclopedia de Kyoto de Genes y Genomas) significativamente representadas, revelando un
enriguecimiento en vias asociadas a enfermedades neuroldgicas. Estos hallazgos nos llevaron
a explorar la relacién entre HO-1, los 4 interactores con sitios de union al DNA y sus genes
target, con los distintos subtipos del PCa, especialmente el carcinoma neuroendécrino

(NEPC).

La evaluacién transcriptomica de datos de RNA-seq provenientes de xenotransplantes
derivados de pacientes (PDX) generados en el MD Anderson Cancer Center (PDX MDA PCa) y
cohortes clinicas mostrd, en un analisis de agrupamiento no supervisado, que la alta
expresion de los genes que codifican los interactores de HO-1 se asocia con el NEPC y que
ademas HMOX1 se encuentra sub-expresada en este subtipo. A su vez, se utilizaron datos de
transcriptémica espacial provenientes del tumor de un paciente con histologia mixta, que
incluia regiones de adenocarcinoma y NEPC. La expresidn resuelta espacialmente confirmo el
enriquecimiento de marcadores NE candnicos (CHGA, SYP, , EZH2) en los focos de NEPC
acompainado de elevada expresion de los interactores de HO-1 en comparacién con las

regiones caracterizadas como adenocarcinoma.

Dada la asociacién entre los interactores nucleares de HO-1 y el NEPC se procedié a analizar
in vitro el efecto de la induccidn de esta proteina sobre el proceso de transdiferenciacién de
células de PCa hacia un fenotipo NE. Con este fin, se establecid y caracterizd6 un modelo in
vitro de transdiferenciacion NE en las lineas celulares C4-2B y PC3 utilizando forskolina (Fsk),
activador de la adenilato ciclasa, para inducir la reprogramacion fenotipica, combinado con
hemina para la induccion de HO-1. Se observd que el tratamiento con Fsk, indujo una

morfologia celular elongada, compatible con la diferenciacion NE, acompafada de la



sobreexpresion de marcadores NE como ASCL1, NSE, CHGA y SYP. La co-induccién con
hemina y Fsk revirtio parcialmente estos cambios, al reducir los niveles de dichos marcadores

y restablecer el fenotipo epitelial.

Los hallazgos de este trabajo ofrecen una nueva perspectiva sobre las funciones no
candnicas de HO-1, sugiriendo que sus interactores nucleares podrian ser moduladores clave
de la transcripcién génica y potenciales marcadores o blancos terapéuticos en subtipos
agresivos de la enfermedad. En conclusién, este trabajo identifica por primera vez la
asociacion del interactoma nuclear de HO-1 con el NEPC, con ILF3/SAFB/BCLAF1 como
marcadores que podrian ser Utiles para la estratificacion subclonal. Estos hallazgos integran y
expanden la evidencia previa que atribuye a HO-1 funciones duales en el cancer,
proponiendo un modelo donde la localizacién nuclear de HO-1 ejerce efectos anti-tumorales

y modula la plasticidad celular.

PALABRAS CLAVE: HEMO-OXIGENASA 1; CARCINOMA NEUROENDOCRINO; INTERACTORES
NUCLEARES DE HO-1; REPROGRAMACION TRANSCRIPCIONAL



ABSTRACT



ABSTRACT

Title: Study of Nuclear Factors Associated with Heme Oxygenase-1 in Prostate Cancer

Prostate cancer (PCa) is the second most incident cancer type and the fifth leading cause of
cancer-associated death worldwide in men. Its progression to castration-resistant forms
(CRPC) represents a major therapeutic challenge, emerging after androgen deprivation
therapy (ADT), visceral metastases, and loss of androgen receptor (AR) dependence, along
with the appearance of neuroendocrine phenotypes (NE). Intratumoral heterogeneity in
mixed adenocarcinoma-neuroendocrine tumors (Ad-NEPC) complicates diagnosis and

treatment, demanding biomarkers that capture spatial and molecular dynamics.

Heme oxygenase 1 (HO-1, encoded by the HMOX1 gene) is the rate-limiting enzyme in the
heme group degradation reaction to biliverdin (BV), carbon monoxide (CO), and ferrous iron
(Fe?*). Reports from our laboratory documented for the first time that HO-1 induction exerts
a potent antitumor effect in PCa, including inhibition of proliferation, migration, and bone
metastasis through pathways such as NF-KB, HIF-1a, and Wnt/B-catenin. In this context,
HO-1 emerges as a potential target in PCa, as it maintains cellular homeostasis and
counteracts oxidative and inflammatory damage. Although these effects could primarily be
attributed to its canonical cytoplasmic activity, its non-canonical nuclear role in PCa remains

to be elucidated.

This work focused on decoding the nuclear role of HO-1 in PCa, particularly its interactions

with transcription factors and co-regulators of gene transcription.

Through a proteomic approach, the nuclear interactome of HO-1 in PCa cells was delineated
for the first time, identifying 11 interacting proteins that were exclusively present in the
nucleus of PCa cells treated with the pharmacological HO-1 inducer, hemin. Integrating
bioinformatics analyses using STRING and IPA (Ingenuity Pathway Analysis), it was
determined that the interactions between these 11 proteins and HO-1 had not been
described previously. Physical interactions with factors such as BCLAF1 and SAFB were

validated by co-immunoprecipitation (Co-IP) using the PCa cell line PC3 treated with hemin.



Given that the 11 HO-1 interactors were detected in the nucleus of PCa cells in a context of
HO-1 induction (PC3-hemin), we aimed to investigate whether these interactors could
modulate gene expression. To this end, the ChIP-Atlas platform, which compiles ChIP-seq
data from various tumor cell lines, was used. The analyses conducted confirmed that
BCLAF1, SAFB, ILF3, and DDX17 exhibit binding sites in the promoters of various genes. The
data obtained from ChlP-Atlas were used to explore significantly represented KEGG pathways
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), revealing enrichment in pathways associated
with neurological diseases. These findings led us to explore the relationship between HO-1,
the 4 interactors with DNA-binding sites, and their target genes, with the different PCa

subtypes, particularly neuroendocrine carcinoma (NEPC).

Transcriptomic evaluation of RNA-seq data from patient-derived xenografts (PDX) generated
at the MD Anderson Cancer Center (MDA PCa PDX) and clinical cohorts showed, in an
unsupervised clustering analysis, that high expression of the genes encoding HO-1
interactors is associated with NEPC, and that HMOX1 is additionally underexpressed in this
subtype. In turn, spatial transcriptomics data from a tumor in a patient with mixed histology,
including adenocarcinoma and NEPC regions, were used. Spatially resolved expression
confirmed the enrichment of canonical NE markers (CHGA, SYP, NSE, EZH2) in NEPC foci,
accompanied by elevated expression of HO-1 interactors compared to regions characterized

as adenocarcinoma.

Given the association between HO-1 nuclear interactors and NEPC, we decided to analyze in
vitro the effect of this protein's induction on the transdifferentiation process of PCa cells
toward an NE phenotype. To this end, an in vitro model of NE transdifferentiation was
established and characterized in the C4-2B and PC3 PCa cell lines using forskolin (Fsk), an
adenylate cyclase activator, to induce phenotypic reprogramming, combined with hemin for
HO-1 induction. It was observed that Fsk treatment induced an elongated cellular
morphology compatible with NE differentiation, accompanied by overexpression of markers
such as ASCL1, NSE, CHGA, and SYP. Co-induction with hemin partially reversed these

changes by reducing the levels of these markers and restoring the epithelial phenotype.



The findings of this work offer a new perspective on the non-canonical functions of HO-1,
suggesting that its nuclear interactors could be key modulators of gene transcription and
potential markers or therapeutic targets in aggressive disease subtypes. In conclusion, this
work identifies for the first time the association of the HO-1 nuclear interactome with NEPC,
with ILF3/SAFB/BCLAF1 as markers that could be useful for subclonal stratification. These
findings integrate and expand previous evidence attributing dual functions to HO-1 in cancer,
proposing a model in which the nuclear localization of HO-1 exerts antitumor effects and

modulates cellular plasticity, while its cytoplasmic expression may favor tumor adaptation.

KEYWORDS: Heme-Oxygenase 1; Neuroendocrine Carcinoma; HO-1 Nuclear Interactors;

Transcriptional Reprogramming
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Abreviatura

Ad-NEPC
ADN
ADNc
ADT
AMPc
ANOVA
AR
ARE
ARN
ARPC
AURKA
BCA
BCLAF1
BCL-2
BR
BRIX1
BSA
BV
BVR
C4-2B
CASP14
cfDNA
CD56
CHGA
ChiP-seq
co
CO;
CRAPome
CRPC

CRPC-Adeno

Significado

Adenocarcinoma-Neuroenddcrino Mixto de Préstata
Acido desoxirribonucleico
ADN complementario
Terapia de deprivacion androgénica
Adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico
Analisis de Varianza
Receptor de Andrégenos
Elemento de Respuesta Antioxidante
Acido ribonucleico
Céancer de Préstata Positivo para Receptor de Andrégenos
Aurora Kinase A
Ensayo de Acido Bicincinénico
Factor de Transcripcion Asociado a BCL2 1
Proteina Antiapoptética BCL-2
Bilirrubina
BRX1, Subunidad del Pre-60S Ribosomal
Albdmina de suero bovino
Biliverdina
Biliverdina Reductasa
Linea celular derivada de C4-2 de cancer de prdstata humano
Caspasa 14
ADN libre circulante
Cluster of Differentiation 56
Cromogranina A
Secuenciacién de Inmunoprecipitacidon de Cromatina
Mondxido de carbono
Didéxido de carbono
Base de Datos de Contaminantes Comunes en Protedmica
Cancer de Prostata Resistente a la Castracion

Cancer de Prostata Resistente a la Castracion Adenocarcinoma
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CRPC-NE
DDX17
DHX35

DHT
DMSO
DNA
DTT
ECL
EDTA
ERK
EZH2
Fe?
FSK
GAPDH
GEO
GRCh38
GSEA
HCD
HEM
HIF1A
HMOX1
HO-1
HPLC
HRP
IHC
IgG
ILF2
ILF3
IPA
ISUP
ITGAS
kDa
KEGG
KLK3
KRT5

Cancer de Prostata Resistente a la Castracion Neuroendécrino
ARN Helicasa DEAD-Box 17
DEAH-Box Helicase 35
Di-hidrotestosterona
Dimetilsulfoxido
Acido desoxirribonucleico
Ditiotreitol
Electroquimioluminiscencia
Acido etilendiaminotetraacético
Kinasa Regulada por Seial Extracelular
Enzima Homodloga a Zeste 2
Hierro ferroso
Forskolina
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Base de Datos de Expresién Génica Omnibus
Genoma de Referencia Humano Ensamblaje 38
Analisis de Enriquecimiento de Conjunto de Genes
Disociacion por Colision de Alta Energia
Hemina
Factor Inducible por Hipoxia 1 Alfa
Gen que codifica para Hemo Oxigenasa-1
Hemo-Oxigenasa 1 (proteina)
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
Peroxidasa de rabano
Inmunohistoquimica
Inmunoglobulina G
Factor de Interleucina 2
Factor de Interleucina 3
Ingenuity Pathway Analysis
Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica
Integrina Alfa 5
kiloDalton
Enciclopedia de Kyoto de Genes y Genomas
Kallikreina 3

Citoqueratina 5
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KRT8

KRT18

LC-ESI MS/MS

MAPK
MS

MS/MS

MYCN
NaF
NaOH
NaVvO.

NCAM1

NE
NEMO
NEPC
NF-kB
Nrf2
NSE
PARP
PBS
PC3
PCa
PCR
PDX
PFA
PI3K
PMSF
PPIA
PRDX1
PSA
PTEN
qPCR
RB1
RBP
REL

Citoqueratina 8
Citoqueratina 18

Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas con Electro-spray
lonizacion en Tandem

Kinasa Activada por Mitégenos
Espectrometria de masas
Espectrometria de masas en tdndem
Proto-oncogén Mielocitomatoso Amplificado
Fluoruro de sodio
Hidroxido de sodio
Orto-vanadato de sodio
Molécula de Adhesion Celular Neural 1
Neuroendodcrino
Kinasa Estimulada por Estrés Mitético / Kinasa similar a Taquién
Carcinoma Neuroenddécrino
Factor Nuclear kappa B
Factor Nuclear Eritroide 2—Relacionado con Factor 2
Enolasa especifica de neurona
Poli (ADP-ribosa) polimerasa
Solucién tampdn de fosfato salino
Linea celular de cancer de préstata humano derivada de metdstasis dsea
Cancer de prostata
Reaccidn en cadena de la polimerasa
Xenotransplantes Derivados de Pacientes
Paraformaldehido
Fosfatidilinositol 3-quinasa
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
Peptidilprolil isomerasa A
Peroxirredoxina 1
Antigeno prostatico especifico
Fosfatasa y tensina homodloga
PCR cuantitativa
Gen del Retinoblastoma 1 / Proteina de Unidn a Retinoblastoma 1
Proteina de unién a ARN

Reticulo endoplasmico liso
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RIPA
RNA-seq
ROS

RPMI
RT
RT-qPCR
SAFB
SDS
SEM
SFB
SLC25A5
SOX2
SPEN
STAT3
SYP
TBS-T
TNM
TP53
TR
Tris-HCI
TSS
VEGFA
VEGFC
ZBTB16

Hg
LY

Tampon de Ensayo de Radioinmunoprecipitacion
Secuenciacién de ARN

Especies reactivas de oxigeno

Roswell Park Memorial Institute (medio de cultivo),Roswell Park Memorial

Institute (culture medium)
Temperatura ambiente / Retrotranscripcion
PCR cuantitativa en tiempo real
Factor de Fijacion de Andamiaje B
Dodecil sulfato de sodio
Error Estandar de la Media
Suero fetal bovino
Miembro 5 de la Familia de Transportadores de Solutos 25
Factor de transcripcion SOX2
Espina (Split Ends Homolog)
Transductor de Senal y Activador de Transcripcién 3
Sinaptofisina
Solucién salina tamponada con Tris con Tween-20
Clasificacion Tumor—Ndédulo—Metastasis
Gen Supresor Tumoral p53
Transcripcidn Reversa
Tris (hidroximetil) aminometano clorhidrato
Sitio de inicio de transcripcion
Factor de crecimiento endotelial vascular A
Factor de crecimiento endotelial vascular C
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PARTE |

1. LA PROSTATA: FISIOLOGIA Y PATOLOGIAS ASOCIADAS

1.1. LA GLANDULA PROSTATICA

La prostata constituye la principal glandula exocrina accesoria del aparato reproductor
masculino. Se localiza por delante del recto, bajo la vejiga y rodeando la uretra, un conducto
angosto que atraviesa longitudinalmente el pene y por el que fluyen tanto el semen de los
conductos eyaculatorios como la orina de la vejiga (Figura 1). Estd compuesta por una
porcion glandular y otra fibromuscular, siendo su funcién principal secretar sustancias que
promueven el desplazamiento y la viabilidad de los espermatozoides, favoreciendo asi la
fertilizacién. Contribuye con mas del 30% del plasma seminal en la eyaculacién, al producir
enzimas como la fosfatasa acida, la seminina y el activador del plasmindgeno, ademads de
compuestos tales como el zinc, el citrato, la fructosa y el antigeno prostatico especifico (PSA,

del inglés Prostate Specific Antigen) (1).

Vejiga Uréter
Peritoneo
Vesicula
Pubis seminal
Uretra prostatica Recto
cavcét]r?t;gg\ Conducto
i & eyaculador
Cuerpo /& —
€sponjoso f‘ ] 7 — Prostata
i/ ‘
Wows Glandula
bulbouretral
|
Glande Conducto deferente
Escroto Epididimo

Tunica vaginal  Testiculo

Figura 1. Localizacién anatémica de la préstata. La prdstata es una glandula exocrina del aparato

reproductor masculino, ubicada por delante del recto, inmediatamente debajo de la vejiga y
26



rodeando la uretra. Figura adaptada del libro Histologia Texto y Atlas - Correlacién con Biol. Mol. y

Cel. (2).

En el adulto, la prostata se divide anatdmicamente en cinco zonas o regiones distintas (Figura

2):

- Zona central: rodea los conductos eyaculadores y representa entre el 20 y 25% del volumen

prostatico.

- Zona fibromuscular: estd compuesta por fibras musculares y tejido conectivo.

- Zona de transicion: representa el 5% de la glandula y se encuentra rodeando la uretra.

- Zona periférica: representa el 70% del volumen total de la prdstata.

- Regidn periuretral: es la zona que esta en contacto directo con la uretra.

Vejiga urinaria __

Vesicula
seminal

a. Zona central

b. Zona fibromuscular
¢. Zona de transicidon

d. Zona periférica

Conducto eyaculador — » .
e. Regidn periuretral

Figura 2. Esquema de las zonas anatomicas de la préstata. Figura adaptada de De Marzo et al. (3).
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Desde el punto de vista histolédgico, la prdstata presenta un epitelio glandular incrustado en
un estroma fibromuscular. En torno al lumen glandular se localizan las células epiteliales
luminales, responsables de secretar las enzimas que integran el fluido seminal. El epitelio
secretor se apoya en células basales y células neuroenddcrinas. Cabe resaltar la existencia de
células madre entre las epiteliales, aunque en una proporcion reducida (4). El estroma que
rodea las glandulas prostaticas estd formado por células musculares lisas y fibroblastos (4).
Una membrana basal de matriz extracelular (ECM, del inglés Extracellular matrix) delimita las
células basales del estroma. Adicionalmente, la prdstata humana adulta incluye otros
componentes celulares como vasos sanguineos, nervios, ganglios periféricos y leucocitos

infiltrados en el tejido (Figura 3).

Estroma
Célula madre
Célula basal
Célula luminal

Célula neuroenddcrina

=00}

Lumen glandular

Figura 3. Histologia de la prostata. La glandula prostatica estad formada por multiples capas de células
especializadas, entre las que se distinguen las células estromales, las células madre, las células

basales, las células luminales y las células neuroenddcrinas. Figura adaptada de Rane et al. (5).

Tanto el epitelio prostatico como su estroma dependen de los andrégenos para su adecuado
desarrollo y actividad funcional. El andrdégeno circulante predominante en el hombre es la
testosterona, sintetizada por las células de Leydig en el testiculo, liberada a la sangre y
transportada hasta la prdstata ligada a una globulina. Una vez en las células prostaticas, la
testosterona libre penetra en el interior celular y se transforma en dihidrotestosterona (DHT)
mediante la accién de la enzima 50-reductasa. Acto seguido, la DHT se asocia al receptor de
andrégenos (AR, del inglés Androgen Receptor), un factor de transcripcidon que se activa por
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unién a ligando. Este receptor, al activarse, se libera de las proteinas chaperonas, forma
dimeros y se traslada al nucleo, donde se une a secuencias consenso en el ADN
—denominadas elementos respondedores a andrégenos (ARE, del inglés Androgen Response

Elements)— para modular la transcripcion génica, incluyendo la del PSA (Figura 4).

< C] Testosterona

5a-reductasa

O—VODHT

Célula sensible a andrégenos
Unién a
ligando »
Dimerizaciény . %
fosforilacif’m/ »

Complejo
co-activador

ZZ8\

GENES BLANCO

Elementos de respuesta *

a andrégenos
=

Respuestas biolégicas

Figura 4. Mecanismos de accién del AR. La testosterona circula en la sangre unida a la albuminay a
la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG). La testosterona libre, no unida a proteinas,
ingresa a las células prostaticas y es convertida en DHT por la 50-R. La unién de DHT al AR induce su
disociacion de las proteinas de choque térmico (HSPs) y la fosforilacion del receptor. El AR se dimeriza
y puede unirse a los elementos de respuesta a andrégenos en las regiones promotoras de los genes
blanco. Los coactivadores (como ARA70) y correpresores también se unen al complejo AR, facilitando
o impidiendo, respectivamente, su interaccién con el aparato general de transcripcion (GTA). La
activacion o represion de los genes blanco conduce a respuestas bioldgicas, incluyendo crecimiento,

supervivencia y producciéon del PSA. Figura adaptada de Feldman y Feldman (6).
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1.2. PATOLOGIAS PROSTATICAS

Es posible clasificar las patologias prostaticas en dos categorias principales: las no
proliferativas y las proliferativas. En el primer grupo se destacan la atrofia focal —con mayor
incidencia en la zona periférica de la préstata— y la inflamacion moderada o crdnica, que
predomina en las zonas periférica y de transicion de la glandula (3). Por otra parte, las
patologias proliferativas incluyen a la hiperplasia prostatica benigna (BPH, del inglés Benign
Prostate Hyperplasia), la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN, del inglés Prostatic
Intraepithelial Neoplasia) y el cancer de préstata (PCa, del inglés Prostate Cancer) (Figura 5).
La BPH se desarrolla en la zona de transicién prostatica y se caracteriza por una proliferacién
celular descontrolada vy alteraciones en la composicidn tisular, lo que genera una compresion
uretral e impide el flujo urinario desde la vejiga. El PIN de alto grado (HG-PIN, del inglés High
Grade-Prostatic Intraepithelial Neoplasia) exhibe numerosas similitudes genéticas y
morfoldgicas con el PCa, aunque sin capacidad invasiva, y representa la Unica lesién
reconocida como precursora del PCa (7). El HG-PIN se define por la estratificacion celular,
aumento de la cromatina, nucléolos prominentes y disrupciones en la capa de células
basales y la membrana basal. Tanto el PIN como el PCa muestran una mayor prevalencia en

la zona periférica de la préstata (3).

La propension a la formacién de tumores difiere notablemente entre las diversas areas
prostdticas. Los tumores localizados en la zona central resultan poco comunes,
representando un 2,5% de los casos, y caracterizados por una elevada agresividad y un
mayor riesgo de reaparicién con prondstico adverso (8). En oposicidn, alrededor del 80% de
los casos de PCa emergen en el sector periférico, desde donde frecuentemente se diseminan
mas alld de los confines glandulares. Finalmente, entre el 10 y el 20% de los PCa se inicia en

la region de transicion (9).
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Zona de la prostata

Periférica Transicion Central
Atrofia focal
- I Prevalencia alta
Inflamacién moderada 1 Prevalencia media-alta
Inflamacién crénica [ Prevalencia baja
K K . K [JAusente
Hiperplasia prostatica benigna

Neoplasia intraepitelial prostatica

Carcinoma

Figura 5. Prevalencia de las patologias prostiticas en las diferentes zonas anatémicas de la

prostata. Figura adaptada de De Marzo et al. (3).

2. CANCER DE PROSTATA (PCa)

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES

El PCa representa un adenocarcinoma glandular, originado por la proliferacion excesiva de
células luminales dentro de los ductos prostaticos, lo que conlleva la ruptura de la

membrana basal y la invasion del estroma circundante (10,11).

2.2. EPIDEMIOLOGIA

El PCa figura como la segunda neoplasia mas prevalente entre los hombres a escala global,
solo superado por el cancer de pulmdn, y se erige como la quinta causa de muerte por
cancer en esta poblacidn, sin considerar el cancer de piel (Figura 6) (12). En Argentina, es la
neoplasia con mayor incidencia y la tercera causa de muerte por cancer después del cancer

de pulmén y colorrectal (13).
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A) INCIDENCIA MORTALIDAD B) INCIDENCIA MORTALIDAD
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PROSTATA COLORECTAL

COLORECTAL o PULMON

ESTOMAGO RINON
HIGADO ESTOMAGO
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Figura 6. Epidemiologia del PCa a nivel global. A) Tasas de incidencia y mortalidad por cancer en
hombres estandarizadas por edad a nivel mundial cada 100.000 habitantes. B) Tasa de incidencia y
mortalidad por cancer en hombres estandarizada por edad por 100.000 habitantes en Argentina. Se
muestran los 15 tipos de céncer mds prevalentes en la poblacién masculina. Figura adaptada de

Global Cancer Observatory que utiliza datos de GLOBOCAN 2022 (12,13).

2.3. ETIOLOGIA

Su etiologia permanece desconocida, lo que complica el diagndstico precoz. No obstante, se
postula que resulta de la interaccion de multiples factores, incluyendo aspectos genéticos,
hormonales, ambientales e infecciosos. Como evidencia la literatura, la edad constituye el
principal factor de riesgo para el PCa. Otros elementos relevantes abarcan: el grupo étnico,
los antecedentes familiares, la dieta, la inflamacidn local, las alteraciones gendmicas y el PIN
(14). Se ha consolidado que un entorno inflamatorio local fomenta la progresién tumoral (3),
posicionando a la inflamacién como un factor de riesgo clave. Respecto a las modificaciones
gendmicas, hay evidencia de que mutaciones en genes especificos elevan la susceptibilidad.
Por ejemplo, las alteraciones genéticas recurrentes en el PCa comprenden la fusién
TMPRSS2-ERG, mutaciones en PTEN (que codifica la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato
3-fosfatasa) y TP53 (que codifica la proteina supresora de tumores p53), asi como
amplificaciones en C-MYC (proto-oncogén MYC) y AR (que codifica el receptor de

andrégenos), entre otras (15).
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2.4. DIAGNOSTICO

El diagndstico del PCa se fundamenta en una integracion de pruebas bioquimicas, clinicas e
histopatoldgicas. El tamizaje inicial se lleva a cabo mediante la medicién de los niveles
séricos de PSA y el examen digito-rectal (DRE, del inglés Digital Rectal Exam), mientras que el
diagndstico definitivo se confirma por biopsia prostatica. En individuos sanos, los valores
séricos de PSA son bajos, por lo que su elevacién puede sugerir un crecimiento patolégico de
la glandula (16). No obstante, un incremento en el PSA no siempre denota cdncer ya que
condiciones benignas como BPH o la prostatitis pueden generar falsos positivos. A pesar de
estas limitaciones, el PSA continla siendo una herramienta primordial en el screening del
PCa. Ademas, su determinacion sérica resulta valiosa para el monitoreo post-tratamiento,
permitiendo evaluar la respuesta terapéutica y detectar posibles recidivas (16).
Complementando estas aproximaciones, se emplean métodos auxiliares como la ecografia
endorrectal, la tomografia computarizada y la resonancia magnética (17,18). Otra alternativa
diagndstica es el test urinario del antigeno 3 especifico de PCa (PCA3), que cuantifica el

ARNm de PCA3 y PSA (19).

Si se evidencian niveles elevados de PSA y/o alteraciones en el DRE, el préximo paso en la
clinica consiste en realizar una biopsia prostatica seguida de una clasificaciéon histoldgica
basada en la puntuacién de Gleason (GS, del inglés Gleason Score) (20). A nivel
histopatoldgico, el PCa se clasifica mediante criterios morfolégicos tisulares que determinan
el GS . El sistema asigna patrones histoldgicos del 1 al 5 para luego determinar el GS, que se
obtiene mediante la suma de los 2 patrones histolégicos predominantes (Figura 7). En
particular, un GS mads alto se correlaciona con una menor diferenciacién celular y un
prondstico mas adverso de la enfermedad (21). Para la eleccién terapéutica, no sdélo se
consideran los criterios histopatolégicos, sino que se integran también los aspectos clinicos

individuales del paciente (22, 23, 24 y 25).
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Figura 7. Diagrama esquematico de los patrones histolégicos. Figura adaptada de la Sociedad
Internacional de Patologia Uroldgica (ISUP, del inglés International Society of Urological Pathology)

(22).

Para clasificar un tumor de PCa segun el GS, se identifican inicialmente los dos patrones
histologicos predominantes, asigndndoles un puntaje individual a cada uno (del 1 al 5)
(Figura 7); acto seguido, se suma estos valores para obtener el GS. La seleccién de dichos
patrones mayoritarios se basa en la heterogeneidad caracteristica de este tipo de tumores. El
GS puede variar entre 2 y 10, pero sélo aquellos comprendidos entre 6 y 10 tienen relevancia

clinica (26, 27 y 28).

En 2016, la Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica (ISUP, del inglés International
Society of Urological Pathology), con el propdsito de optimizar la estratificacion de pacientes
diagnosticados con PCa a partir del GS original, actualizdé este sistema de clasificacion,

asociando los GS a una nueva escala denominada ISUP (Tabla 1) (22).
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Tabla 1. Clasificacion histolégica del PCa segtn la ISUP (22)

Gldndulas ausentes o anormales

Grado 1 No significativa
Gldndulas bien formadas
3+4=7
Grado 2
Predominantemente gldndulas bien formadas y
algunas pobremente formadas
4+3=7
Grado 3
Predominantemente gldndulas mal formadas y
algunas bien formadas
Significativa
4+4=8
Grado 4
Solo gldndulas mal formadas o ausencia parcial
de glandulas
9y 10
Grado 5

Ademas, la American Joint Committee on Cancer (AJCC) elabord el sistema TNM, que integra

tanto el grado de diseminacién tumoral como parametros bioquimicos e histopatolégicos

evaluados al momento del diagndstico (Tabla 2) (23).
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Tabla 2. Clasificacion clinica del PCa segtin la AJCC (23).

Categoria T Tamafo y extension del tumor primario
Categoria N Afectacion de los ganglios linfdticos regionales
Categoria M Presencia de metdstasis a distancia
Nivel de PSA Valor sérico al momento del diagndstico
Puntaje de Gleason Grado de indiferenciacion histoldgica

2.5. PROGRESION Y TRATAMIENTO

El PCa se desarrolla de manera progresiva y relativamente lenta. Inicialmente, las células
epiteliales luminales invaden el lumen prostético, dando origen al PIN considerado el estadio
precursor del PCa. En una fase subsiguiente, las células malignas se extienden mas alla de la
glandula, afectando estructuras locales contiguas como las vesiculas seminales. Su
mantenimiento y crecimiento dependen de los andrdgenos, por lo que el tratamiento
predominante en esta etapa consiste en la castracidon quimica mediante terapia de privacién
androgénica (ADT, del inglés Androgen Deprivation Therapy), que inhibe la proliferacion
celular. La patologia puede evolucionar hacia un estado de resistencia a la castracién (CRPC,
del inglés Castration-Resistant Prostate Cancer), en el cual se torna insensible a los
andrégenos. En este punto, la arquitectura luminal glandular se desorganiza y las células
ganan mayor potencial migratorio, lo que propicia la invasién de tejidos vecinos v,
consecuentemente, la metastasis (Figura 8). El PCa metastatiza cominmente a ganglios

linfaticos, higado y pulmones, aunque exhibe un marcado tropismo éseo (29).
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Figura 8. Esquema de progresidon de los distintos estadios del PCa. Figura adaptada de (30).

En 2013, Logothetis y colaboradores plantearon un modelo alternativo en el que la
progresion del PCa se representa como un proceso en espiral (31). Este esquema abarca tres
fases principales. La inicial corresponde a la dependencia de la DHT, donde el tumor
responde a intervenciones que inhiben la enzima 50a-reductasa. Al perder sensibilidad a esta
inhibicién, el tumor inicia la fase de progresién en espiral, afectada por diversos elementos
como modificaciones en la via de sefializacion del AR, activacidn de oncogenes, supresion de
genes antitumorales y alteraciones en el microambiente tumoral. Cada vuelta del espiral se
define por uno o mas biomarcadores predictivos, potenciales dianas terapéuticas. La
magnitud de cada giro simboliza el lapso durante el cual el tumor permanece sensible a un
tratamiento especifico. Las adaptaciones que el tumor desarrolla como respuesta a la terapia
confieren resistencia, propiciando el paso al giro subsiguiente y la acumulacién de nuevas

anomalias tanto en las células tumorales como en su microambiente (Figura 9).
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Figura 9. Modelo de progresion en espiral del PCa. Figura adaptada de Logothetis et al. (31). El
modelo describe la progresion del cancer de prdstata (CaP) en tres fases: una inicial dependiente de
DHT sensible a inhibidores de 5-alfa reductasa; una espiral de progresion impulsada por cambios en
AR, oncogenes, supresores tumorales y en el microambiente, donde cada "giro" representa
sensibilidad temporal a terapias especificas en donde marcadores predictivos guian las
intervenciones mas adecuadas; y una fase final auténoma del tumor, con mutaciones clave (pérdida
de AR/RB/p53, sobre-expresién de PLK1/AURKA, amplificacion de MYCN), requiriendo terapias
dirigidas. La resistencia adaptativa impulsa la transicidn entre giros, enfatizando la importancia de

marcadores para anticipar la progresion.

El espiral culmina cuando emergen mutaciones acumuladas en genes como AR, RB (que
codifica la proteina del retinoblastoma), TP53, PLK1 (que codifica la polo-like quinasa 1) y

AURKA (que codifica la aurora quinasa A), junto con la amplificacién de N-MYC. En esta fase
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terminal, las células del PCa eluden el control del microambiente y adquieren autonomia
completa. Este modelo en espiral subraya la complejidad dindmica de la progresidon tumoral,
donde las adaptaciones gendmicas y microambientales no solo impulsan la resistencia
terapéutica, sino que también fomentan la emergencia de subtipos histolégicos
heterogéneos con perfiles biolégicos y clinicos divergentes. Estas transformaciones,
particularmente aquellas que involucran la pérdida de control androgénico y la adquisicion
de autonomia celular, explican la variabilidad observada en la enfermedad, desde variantes

indolentes hasta formas agresivas y resistentes (31).

2.6. CANCER DE PROSTATA NEUROENDOCRINO (NEPC)

El PCa presenta diversos subtipos histolégicos, como el carcinoma de células pequeiias, el
carcinoma neuroenddcrino, el carcinoma de células escamosas y el carcinoma ductal, cada
uno con caracteristicas bioldgicas y prondsticos distintos (31). La heterogeneidad de la
enfermedad se refleja en su evolucién clinica, que puede variar desde formas indolentes
hasta tumores altamente agresivos, especialmente en etapas avanzadas donde es comun la
resistencia al tratamiento (Figura 10). La identificacion precisa de estos subtipos es crucial
para disefiar estrategias terapéuticas personalizadas ya que los enfoques estandar, como la

terapia de deprivacion androgénica, no son efectivos para todos los subtipos (32).
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Figura 10. Esquema general de la progresion del PCa y las estrategias terapéuticas utilizadas en
cada caso. Se describe el desarrollo del PCa desde células epiteliales normales (basales, luminales y
neuroenddcrinas), PIN, hasta el adenocarcinoma localizado e invasivo (panel superior). El esquema
representa varios regimenes terapéuticos empleados en el tratamiento del PCa, incluyendo reseccion
quirargica, radioterapia y ADT. Tras la respuesta inicial a la ADT, la mayoria de los pacientes recaen

presentando resistencia a dicha, lo que lleva a un CRPC con o sin metdastasis. Estos pacientes reciben
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tratamiento adicional con ADTs de nueva generacion, como enzalutamida o abiraterona. Durante el
curso del tratamiento del CRPC, aproximadamente el 30% de los pacientes con PCa desarrollan una
forma mas agresiva y letal de la enfermedad denominada t-NEPC, que presenta respuestas

terapéuticas muy limitadas (panel inferior). Modificado de Patel GK et al. (33).

El cancer de prdstata neuroenddcrino (NEPC) es un subtipo particularmente agresivo,
caracterizado por su independencia del AR y su mal prondstico, con una supervivencia media
de menos de un afio (34). Este subtipo puede presentarse de novo, aunque es raro (0,5-1%
de los casos), o surgir como una transformacion inducida por el tratamiento (t-NEPC) en
aproximadamente el 20% de los casos de CRPC, especialmente tras el uso prolongado de
inhibidores potentes de la sefializacidn androgénica, como enzalutamida o abiraterona (35).
El NEPC se distingue por la pérdida de expresion del AR, bajos niveles de PSA en suero y la
presencia de marcadores neuroenddcrinos como cromogranina A (CHGA), sinaptofisina (SYP)
y CD56 (36) (Figura 11). Son frecuentes las alteraciones gendmicas como la pérdida RB1 y
TP53, genes supresores tumorales, y la amplificacion de AURKA y MYCN que facilitan la
transdiferenciacidon a este fenotipo (35). Estudios recientes han identificado dos subtipos
moleculares de NEPC basados en la expresién de los factores de transcripciéon ASCL1 y
NEUROD1, lo que sugiere una heterogeneidad intratumoral que complica el diagndstico y el
tratamiento (37). La deteccién temprana del NEPC, mediante la prueba de secuenciacion de
metilacion del DNA (NEMO, del inglés Neuroendocrine detection and Monitoring) realizado a
partir de ADN circulante en sangre (cfDNA, del inglés cell-free DNA), puede mejorar la
seleccion de terapias dirigidas, como quimioterapia basada en platino o inhibidores de PARP

(Olaparib), aunque la falta de tratamientos estandar sigue siendo un desafio (38,39).
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Figura 11. llustracidon esquematica de la evolucién tumoral hacia el fenotipo neuroenddcrino y del
cambio en la expresion de los marcadores epiteliales y NE. En este modelo las flechas punteadas
indican la posible relacién entre linajes celulares y las flechas sélidas sefialan que el NEPC se origina
directamente de células tumorales dependientes de AR. Se asume que el precursor NE es una célula
tumoral independiente de AR que se transdiferencia a una célula tumoral tipo luminal.
Posteriormente, dicho precursor evolucionara para dar lugar al NEPC focal y, finalmente, progresar
hacia el NEPC de células pequefias (puro). El grado de los puntajes de firma AR y NE varia a lo largo
del espectro de adenocarcinoma a transdiferenciacién neuroenddécrina (NE) (naranja indica un alto

nivel de sefal AR y verde indica un alto nivel de sefal NE). Modificado de Dong B. et al. (40).
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PARTE I

1. CANCER E INFLAMACION

1.1. ROL DE LA INFLAMACION EN CANCER

La inflamacidn es un sello distintivo o hallmark del cadncer (41). La proliferacion celular por si
sola resulta insuficiente para forjar un tumor ya que también es necesario un microambiente

con presencia de células inflamatorias, factores de crecimiento y agentes genotéxicos (42).

La relacién entre la inflamacién y el cancer no es un hallazgo reciente. En 1863, Virchow
detectd leucocitos en tejidos neopldsicos y postulé que el cancer germina en focos de
inflamacién crénica (43). Décadas después, se ha reforzado la nocion de que un
microambiente inflamatorio acelera la progresion tumoral. Asi, toda lesién neoplasica se
asocia con la infiltracion de células inflamatorias, donde se incluyen los leucocitos
(macrofagos, mastocitos, neutrdfilos, células dendriticas) y subpoblaciones de linfocitos T y
B, que enriquecen el nicho tumoral con diversas moléculas como factores de crecimiento,
promotores angiogénicos, citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, asi como enzimas

remodeladoras de la ECM, facilitando la angiogénesis, la invasidon y la metastasis (44,45).

Asimismo, las células inflamatorias secretan especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés
Reactive Oxygen Species), que generan dafios en el ADN de las células epiteliales adyacentes,
promoviendo la transicién hacia fenotipos mas agresivos. Niveles elevados de ROS
intracelulares perturban multiples vias de sefnalizaciéon, modulando la activacién o inhibicion

de mecanismos vinculados a la proliferacion, la motilidad y la supervivencia celular (46,47).

Aunque la etiologia de la inflamacién prostatica permanece en gran medida enigmatica, se
infiere que infecciones virales o bacterianas, traumatismos por reflujo urinario, factores
dietéticos, cambios hormonales o una sinergia de estos elementos podrian instaurar un

microambiente inflamatorio (3) (Figura 12).
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Figura 12. Factores que podrian contribuir al establecimiento de un microambiente inflamatorio en

la glandula prostatica. Figura adaptada de De Marzo et al. (3).

2. HEMO-OXIGENASA 1 (HO-1)

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES

La enzima hemo-oxigenasa 1 (HO-1) es una proteina de 32 KDa codificada por el gen HMOX1
y descrita por primera vez en el afo 1969 por Raimo Tenhunen, quien pudo identificarla

como una enzima microsomal inducible, responsable de la degradacion del grupo hemo para
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formar biliverdina (BV) (compuesto rapidamente reducido a bilirrubina (BR) por la enzima
biliverdina reductasa (BVR)), hierro (Fe*?) y mondxido de carbono (CO) (48) (Figura 13). HO-1
también puede ser inducida farmacolégicamente mediante el tratamiento con hemina, una
droga analoga al grupo hemo, ya aprobada para el tratamiento de porfirias (49). El grupo
hemo es una protoporfirina que forma el grupo prostético de las hemoproteinas. En
condiciones de estrés oxidativo, ciertas hemoproteinas pierden sus grupos prostéticos
(50,51) y el hemo que queda libre puede producir el dafio de biomoléculas y, en
consecuencia, comprometer la integridad celular y/o gatillar mecanismos de muerte celular

programada inducida por agentes pro-inflamatorios (52).
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Figura 13. Hemo-Oxigenasa 1. La actividad enzimatica de HO-1 degrada al grupo hemo rindiendo

biliverdina (transformada a bilirrubina por la BVR), hierro y mondxido de carbono. Modificado de Di
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Pietro et al. (53).

La expresion basal de HO-1 es baja en todos los tejidos, excepto en bazo e higado. Sin
embargo, HO-1 se encuentra sobre-expresada en células expuestas a agentes inductores de
estrés celular como metales pesados, endotoxinas, citoquinas inflamatorias, hipoxia, éxido
nitrico, radiacion UV y ROS (54). Las funciones centrales de HO-1 son mediadas por los
subproductos generados a partir de la degradacién del hemo como BR, BV y CO, que exhiben
efectos antiinflamatorios, anti-apoptdticos, antioxidantes e inmunomoduladores, mientras
que el Fe* participa en acciones antioxidantes y ferroptosis relacionada con oxidacién

lipidica (55). Estos metabolitos modulan vias clave como MAPK, PI13K/Akt, STAT3 y VEGF (56).

Estos hallazgos indican que HO-1 no solo estd involucrada en procesos fisioldgicos normales
y en el mantenimiento de la homeostasis celular, sino que también cumple un rol importante
en estados fisiopatolégicos. Por dicha razén, resulta de sumo interés el estudio de sus
funciones citoprotectoras y de su potencial terapéutico para el tratamiento de diversas

patologias asociadas a la inflamacidn y al estrés oxidativo.

En cuanto a su localizacién subcelular, HO-1 es una proteina integral de membrana del
reticulo endopldasmico liso (REL), donde estd anclada mediante una Unica regién
transmembrana en su extremo C-terminal (57). Dicho extremo es susceptible al clivaje
proteolitico, liberando a HO-1 de la membrana del REL y permitiendo su relocalizacién (58,
59, 60 y 61). Ademads, se ha detectado a HO-1 en la membrana plasmatica (62), en la regién
perinuclear (63) y en las mitocondrias (64). En 2007, se reporté por primera vez que HO-1
transloca al nucleo ante estimulos como la hipoxia o la induccién con hemina, y que dicha
translocacion esta acompafiada por una pérdida de su actividad enzimatica (65). Estudios de
de nuestro grupo de investigacién demostraron por primera vez la presencia nuclear de HO-1
en carcinomas prostaticos primarios no tratados, sugiriendo un rol no candnico mas alla de

su funcion enzimatica clasica (66,67).
2.2. HO-1 EN LA BIOLOGIA TUMORAL
Existe un amplio consenso sobre la importancia de HO-1 en las enfermedades neoplasicas,

ya que se ha documentado que su expresion estd elevada en tejidos tumorales en
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comparacion con los tejidos sanos adyacentes (68, 69, 70 y 71). Esta proteina se detecta en
una gran variedad de tumores humanos, tales como linfosarcomas (72), PCa (66,73,74),
tumores cerebrales (75), adenocarcinoma de células renales (76), hepatomas (69,77),
carcinoma oral de células escamosas (68,78), gliomas (79,80), melanomas (81), cancer de
pancreas (82), cancer de pulmén (83) y leucemia mieloide crénica (84). No obstante, los
hallazgos sobre sus funciones en la progresién tumoral contindan siendo ambiguos. Por un
lado, hay evidencia de un rol protumoral de HO-1 en diferentes neoplasias, por ejemplo en
astrocitomas, carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello y gliomas (85); sin
embargo, se ha sugerido que presenta un rol antitumoral en cdncer de mama (86), cancer de
pulmoén de células no pequerias (83) y cancer colorrectal (87). Asi, el caracter protumoral o
antitumoral de HO-1 parece depender del tipo de tumor y del estado genético de las células

neopldsicas.

Los estudios realizados en PCa por nuestro grupo de investigacion demostraron un rol
antitumoral de HO-1 en este tipo de tumores (67,88). Nuestro laboratorio fue pionero en
documentar la localizacidon nuclear de HO-1 en muestras de pacientes con PCa naive de
tratamiento, abarcando diferentes GS (66). Asimismo, se demostrd que la sobreexpresién de
HMOX1 en lineas celulares de PCa sensibles e insensibles a andrdgenos se asocia con un
menor indice de proliferacidon, migracion e invasidn in vitro, y que estos efectos no dependen
de su actividad enzimatica (67). Ademas, se evidencio que los tumores generados en ratones
atimicos nude a partir de células de PCa con sobreexpresion estable de HMOX1 exhiben un
crecimiento mas lento en comparacién con los controles (67). Por otra parte, se observé que
niveles elevados de HMOX1 correlacionan con una menor expresiéon de VEGFA (gen que
codifica el factor de crecimiento vascular endotelial A), VEGFC (gen que codifica el factor de
crecimiento vascular endotelial C), HIF1a (gen que codifica la subunidad alfa del factor
inducible por hipoxia 1) e ITGA5 (gen que codifica la integrina a5B1), lo que se alinea con
una reduccion de la vascularizacién en dichos tumores (88). Nuestro grupo también describid
la interaccion fisica entre HO-1 y STAT3 (transductor de sefial y activador de la transcripciéon
3), que genera la retencién de STAT3 en el citoplasma, impidiendo asi la transcripcién de
genes diana como el AR (89). Adicionalmente, se aporté evidencia de un mecanismo
novedoso para la regulacidon transcripcional de HMOX1 en PCa, mediado por BRCA1l
(proteina 1 de cancer de mama), que en cooperacion con NRF2 (factor nuclear eritroide 2
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relacionado con factor 2) se une a su promotor e induce su expresion en lineas celulares de
PCa, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis celular (66). Asimismo, se demostré
que HO-1 modula la expresidon y la localizacién subcelular de E-cadherina y B-catenina,
influyendo en la morfologia y en las propiedades adhesivas de las células tumorales
prostaticas (90). Por otro lado, se observé que la induccion de HO-1 se asocia con la
modulacion de la expresion de genes clave del citoesqueleto, promoviendo la remodelacién
de filamentos de actina en filopodios e incrementando la adhesiéon celular vy, en
consecuencia, disminuyendo el potencial migratorio e invasivo de las células (91). Por ultimo,
en trabajos previos de nuestro grupo se demostrd que el pre-tratamiento con hemina retrasa
el crecimiento de los tumores en un modelo in vivo de ratones xeno-transplantados

subcutaneamente con células murinas de PCa (92).

En cuanto a las metastasis dseas, se comprobd que la modulacién de HO-1, tanto en células
tumorales prostaticas como en células dseas altera la comunicacién entre células éseas y

tumorales y modifica el nicho tumoral éseo (93).

Estos hallazgos confirman que las funciones de HO-1 trascienden su rol como enzima
inducible y limitante en la degradacién del hemo, posicionandose como un actor clave en la

carcinogénesis y la progresién tumoral.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

La inflamacion es uno de los factores clave involucrados en la carcinogénesis prostatica. En
este escenario, HO-1 se perfila como un blanco terapéutico prometedor en el PCa, al
preservar la homeostasis celular y contrarrestar el estrés oxidativo y la inflamacién. Se ha
demostrado que HO-1 se localiza en el nucleo en tumores prostaticos y, considerando que no
posee dominios de unidn al ADN, nuestra hipdtesis es que ejerce una funcién no candnica
participando en la regulacion de la actividad de factores de transcripcion y modificando el

microambiente tumoral generando un fenotipo menos agresivo.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto es identificar a los factores de transcripcion asociados a
HO-1 que podrian ser responsables de impedir los procesos bioldgicos que promueven la
progresion tumoral de las células prostaticas. Estos factores pueden ser potenciales
biomarcadores y ser seleccionados para definir un subtipo de pacientes con PCa que

requieran una terapia alternativa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Delinear el interactoma nuclear de HO-1 mediante un abordaje proteémico en células
de PCa.
2. Validar las interacciones detectadas entre HO-1 y factores/co-reguladores de

transcripcion.
3. Estudiar en PCa las implicancias bioldgicas de los interactores detectados.
4, Evaluar la relevancia clinica de los interactores nucleares de HO-1 en distintos

subtipos de PCa.
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MATERIALES Y METODOS
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1. CULTIVO CELULAR

1.1. LINEAS CELULARES

Para el desarrollo del presente trabajo de tesis se utilizaron las siguientes lineas celulares:

C4-2B: linea celular derivada de la linea celular C4-2, a su vez derivadas de la linea celular
LNCaP, aislada de la prostata de un paciente masculino blanco con PCa. Presenta sensibilidad
a andrégenos (94). Las células C4-2B se cultivaron en medio RPMI 1640 (Invitrogen, EE.UU.)
suplementado con bicarbonato de sodio 0,2% m/V, suero fetal bovino 10% (SFB; Gibco,
Argentina) y antibioticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml y anfotericina 0,5

ug/ml) en una atmdsfera hiumeda con CO2 5% a 37°C.

PC3: linea celular establecida de una metdstasis dsea que proviene de un adenocarcinoma
de prostata humano (94). Presenta insensibilidad a andrégenos. Las células PC3 se cultivaron
en medio RPMI 1640 (Invitrogen, EE.UU.) suplementado con bicarbonato de sodio 0,2% m/V,
SFB 10% (Internegocios, Argentina) y antibidticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100

ug/mly anfotericina 0,5 pg/ml) en una atmdsfera himeda con CO2 5% a 37°C.

1.2. INDUCCION FARMACOLOGICA DE LA EXPRESION Y ACTIVIDAD DE HO-1

Las células fueron tratadas con hemina (Sigma-Aldrich, EE.UU.) una droga andloga al grupo
hemo que induce la expresion y actividad de HO-1 (49). La solucion stock se prepard
disolviendo 36 mg de cloruro de hemina en 0,4 ml de NaOH 0,5 N, 0,5 ml de Tris-HCI 1 M, pH
8. La solucion se filtré utilizando filtros de 0,2 um, se alicuotd y se conservo a -20°C hasta su
uso. Al momento de tratar los cultivos celulares con la droga, se efectudé una dilucion 1:100
en PBS estéril, de la cual, a su vez, se partid para obtener la concentracién final deseada para
cada experimento, preparada en RPMI, 10% v/v SFB con antibidticos. Se utilizé una

concentracién final de hemina 80 uM y el tratamiento tuvo una duracién de 24 h.

2. ANALISIS DE PROTEOMICA, DE INTERACCION ENTRE PROTEINAS Y EXPRESION
PROTEICA
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2.1. EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Se plaquearon 1x10° células PC3 en placas de 100 mm de didmetro y se trataron con hemina
(80 uM, 24 h). Se utilizaron 2 placas por condicién. Luego del tratamiento, el medio de
cultivo fue removido de todas las placas y se realizaron dos lavados con PBS frio conteniendo
inhibidores de proteasas: fluoruro de sodio (NaF), fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF),
ortovanadato de sodio (NaVO4) y una mezcla de inhibidores de proteasas comercial
(Sigma-Aldrich, EE.UU.). Las células se rastrillaron y cosecharon de las placas con 1 ml de
dicha solucién y luego fueron centrifugadas a 2.500 rpm durante 1 min a 4°C. El precipitado
se resuspendio en la solucion de lisis RIPA (NaCl 150 uM, EDTA 20 uM, deoxicolato de sodio
1% v/v, dodecilsulfato sddico (SDS) 0,1% v/v , Triton x-100 1% , Tris pH 7,4) y se incubd en
hielo durante 20 min. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm a 4°C

durante 20 min. El sobrenadante conteniendo las proteinas totales se conservé a -80°C.

2.2. EXTRACCION DIFERENCIAL DE PROTEINAS

Se plaquearon 1x10° células PC3 en placas de 100 mm de didmetro y se trataron con hemina
(80 uM, 24 h). Se utilizaron 4 placas por condicién. Luego del tratamiento, el medio de
cultivo fue removido de todas las placas y se realizaron dos lavados con PBS frio conteniendo
inhibidores de proteasas: NaF, PMSF, NaVO4 y una mezcla de inhibidores de
fosfatasascomercial (Sigma-Aldrich, EE.UU.). Las células se rastrillaron y cosecharon de las
placas con 1 ml de dicha solucidn y luego fueron centrifugadas a 2.500 rpm durante 1 min a
4°C. Se descarto el sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en 200 ul de Buffer A por
cada placa de 100 mm. La suspensién se incubd en hielo durante 15 min, seguido de la
adiciéon de 12,5 ul de NP-40 al 10% por placa y se vortexed durante 10 s. Posteriormente, se
centrifugéd a 12.500 rpm durante 1 min a 4°C y el sobrenadante, correspondiente a la
fraccidn citoplasmatica, se transfirié a un nuevo tubo. El pellet, correspondiente a la fraccién
nuclear, se resuspendid en 130 pl de Buffer B por cada placa de 100 mm, se sonicé dos veces
durante 10 s al 10% de potencia y se centrifugd a 12.500 rpm durante 5 min a 4°C. El
sobrenadante, correspondiente a la fraccidn nuclear, se transfirid a un nuevo tubo. Ambas

fracciones se conservaron a -80°C hasta su uso.
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2.3. CUANTIFICACION

Se determind la concentracidn proteica usando el método del 4cido bicinconinico (BCA, BCA
98% y CuS04 2%; Sigma-Aldrich, EE.UU.). La curva estandar se realizd utilizando cantidades
conocidas de seroalbimina bovina (BSA) disuelta en buffer de lisis RIPA. En una placa de 96
pocillos se sembraron 10 ul de las diluciones de cada concentracién para realizar la curva de
BSA y 10 ul de las correspondientes diluciones de muestra (1/10). Se agregaron 200 pl de
BCA y se incubd en oscuridad 30 min a 37°C. Se determind la absorbancia a 570 nm en un

lector de placas (Biorad Microplate Reader, Benchmark, EE.UU.).

2.4. CO-INMUNOPRECITACION (CO-IP) CON BEADS DE AGAROSA

Para realizar el ensayo de inmunoprecipitacién se partid6 de 500 pug de proteinas de los
lisados celulares diluidos en buffer RIPA (150 uM NaCl, 20 uM EDTA 1% v/v deoxicolato de
sodio, 0,1% v/v dodecilsulfato sddico (SDS), 1% Triton x-100, Tris, pH 7,4) conteniendo
inhibidores de proteasas y fosfatasas y se incubaron con 10 pg del anticuerpo especifico
contra HO-1 (ver seccidon 2.9) durante toda la noche a 4°C con agitacion orbital. Para el
control de especificidad, en vez de anticuerpo especifico contra HO-1, se utilizaron 10 ug de
un anticuerpo IgG no especifico. Al dia siguiente, se agregaron 20 ul de beads de agarosa
(Protein A/G PLUS-Agarose beads, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a cada tubo de
inmunoprecipitacién y se incubaron durante toda la noche a 4 °C con agitacién orbital. Al dia
siguiente, se realizaron tres lavados con 500 ul de buffer RIPA, se centrifugé a 2.500 rpm
durante 1 min a 4 °C. Los complejos proteicos junto con las beads fueron resuspendidos en

40 pl finales de RIPA y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

2.5. CROMATOGRAFIA LIQUIDA CON IONIZACION ELECTRO-SPRAY Y ESPECTROMETRIA DE
MASAS EN TANDEM (LC ESI-MS/MS)

Los péptidos se analizaron mediante nano LC ESI-MS/MS en un espectrometro de masas
QExactive acoplado a un nano HPLC EASY-nLC 1000 (Thermo Scientific). Para el andlisis de LC
ESI-MS/MS, se cargd aproximadamente 1 pg de péptidos en la columna y se eluyd durante

120 min usando una columna de fase inversa adecuada (C18, 2 um, 100A, 50 um x 150 mm,
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Easy-Spray Column PepMap RSLC (P/N ES801)) para separar complejos de proteinas con un
alto grado de resolucién. La velocidad de flujo utilizada para la nano columna fue de 300 nl
min-1 y el rango de gradiente de solvente fue de 7% A (4cido férmico al 0,1% en agua)
durante 5 min a 35% B (acido férmico al 0,1% en acetonitrilo) en 120 min. El volumen de
inyeccién fue de 2 pl. El equipo de MS tiene una celda de disociacion de alta colisién (HCD)
para fragmentacién y un analizador Orbitrap (Q-Exactive-Thermo Scientific Alemania). Se usé
un voltaje de 3,5 kV para la ionizacion por electro-spray (Thermo Scientific, EASY-SPRAY). Se
usé el software XCalibur 3.0.63 (Thermo Scientific) para la adquisicién de datos con una
configuracion que permite la identificacion de péptidos al mismo tiempo de su separacién
cromatografica. Se utilizé un método dependiente de los datos: los espectros de masas de
exploracidon completa se adquirieron en el analizador Orbitrap. El rango de masa escaneada
fue de 400-1800 m/z a una resolucién de 70000 a 400 m/z y los doce iones mds intensos en
cada ciclo fueron aislados secuencialmente, fragmentados por HCD y medidos en el
analizador Orbitrap. Los péptidos con una carga de +1 o con un estado de carga no asignado

se excluyeron de la fragmentacién para MS2.

Las muestras obtenidas por MS/MS fueron analizadas utilizando Proteome Discoverer
(version 2.1.1.21; Thermo Scientific, EE.UU.) que utiliza el motor de busqueda Sequest,
contra proteinas de Homo Sapiens y Mus musculus presentes en la base de datos proteica de
Uniprot, simulando la digestion con tripsina, y como modificaciones post-traduccionales se
utilizaron la carbamidometilacion de cisteinas (fija) y la oxidacidn de metioninas (variable).
La busqueda se realizé con una tolerancia de masa de fragmento de 0,05 Da y una tolerancia
de idn parental de 10 ppm. La identificacion de péptidos se realizé con una probabilidad de
falsos positivos (FDR del inglés false discovery rate, calculado con una base de datos decoy

concatenada) menor al 1%.

2.6. ANALISIS DE INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA

Las interacciones entre HO-1 y proteinas nucleares se analizaron usando la herramienta
STRING (https://string-db.org/; ultimo acceso: 20 de Mayo 2023) y el software Ingenuity
Pathway Analysis (IPA, QIAGEN Inc., EE.UU.) (95) para estudiar, es este caso, las interacciones

entre las proteinas de interés y otras moléculas. El IPA es una aplicacion bioinformatica que
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permite cargar resultados de andlisis de datos de experimentos de alto rendimiento, como
microarrays y RNA-seq, para realizar analisis funcionales y lograr una mayor integracién de

los datos.

2.7. ANALISIS DE FACTORES DE TRANSCRIPCION Y SUS GENES TARGET UTILIZANDO
ChiP-Atlas

Para determinar los genes target de las proteinas con funcién potencial de factor de
transcripcién, se utilizd la funcion genes target en el software ChIP-Atlas
(https://chip-atlas.org/target_genes), que integra datos publicos de ChlIP-seq para predecir
sitios de unidén en genes target basados en sitios de unién enriquecidos. Se realizd esta
busqueda para los 11 interactores nucleares de HO-1, y se determinaron parametros como la
especie y la distancia de pegado al sitio de inicio de la transcripcion. Se seleccion6 5 Kb como
distancia mdxima desde el sitio de inicio de transcripciéon (tipicamente 1-10 Kb). La
herramienta procesa miles de datasets de ChlP-seq, identificando genes con picos de unién
cercanos al promotor, y genera una lista de genes target ordenados de acuerdo a un puntaje
de pegado o binding score para cada gen. Dicho binding score cuantifica la fuerza de unién

del factor de transcripcion basada en la intensidad y posicion de los picos de ChlP-seq.

2.8. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO DE SET DE GENES (GSEA)

Los interactores de HO-1 y sus genes target, identificados a través de ChlP-Atlas se
sometieron a un analisis de enriquecimiento de sets de genes (GSEA) (Broad Institute,
EE.UU.), usando los paquetes de R clusterProfiler (96) y enrichplot (97). Se utilizé la
coleccion de vias KEGG (98) para explorar vias enriquecidas. Se consideraron significativas
aquellas vias con un p<0,05. Para graficar los resultados obtenidos se utiliz6 el paquete

enrichplot de R (99).

2.9. VALIDACION DE LOS INTERACTORES NUCLEARES DETECTADOS POR LC ESI-MS/MS A
TRAVES DE CO-IP CON BEADS MAGNETICAS

Para validar los resultados obtenidos por MS/MS se realizd6 una co-inmunoprecipitacion

utilizando 500 pg de proteinas de los lisados de células PC3. Inicialmente, 50 ul de
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Dynabeads Protein G (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 10007D; concentracion 30 mg/ml en
PBS pH 7.4 con Tween-20 0.01% y azida sédica 0.09%) se resuspendieron por vortex (>30 s),
se transfirieron a tubos, se lavaron en el magneto DynaMag™ vy se descarto el sobrenadante.
Para formar los complejos Beads-anticuerpos se incubaron 10 pg de anticuerpos con las
beads magnéticas en 200 pl de Ab Binding & Washing Buffer, en agitacién orbital durante 10
min a temperatura ambiente. Para el control de especificidad, en vez de anticuerpo
especifico contra SAFB o BCLAF1, se utilizaron 10 ug de un anticuerpo IgG no especifico.
Estos complejos fueron incubados en agitacion orbital con los lisados proteicos durante 20
min a temperatura ambiente para capturar el antigeno. Posteriormente, se afiadieron las
beads al lisado con anticuerpo y se incubaron 10 min a temperatura ambiente con rotacion
orbital. Luego se magnetizaron los tubos para remover el sobrenadante (fraccidn no ligada) y
se lavaron las beads tres veces con 200 ul de Washing Buffer (incubacién 5 min con agitacién
orbital 3 veces, se magnetizaron los tubos y se descartd el sobrenadante a 4°C). Finalmente,
los complejos proteicos se eluyeron los complejos utilizando 20-50 pl Elution Buffer y se
incubd durante 10 min a temperatura ambiente, luego se magnetizaron los tubos y se
recolectd el sobrenadante neutralizado con Tris-HCl pH 8.0. Los inmunocomplejos se

analizaron mediante Western blot.

2.10. WESTERN BLOT

Las muestras fueron preparadas como se describid en la Seccion 2.1. y se sembraron 30 pl de
cada una por pocillo. Se utilizé un marcador de peso molecular (Blue Plus IV Protein Marker,
Transgen, China), sembrado en un pocillo adicional del mismo gel para verificar los pesos
moleculares de las bandas obtenidas. Tanto la preparacién de los geles como las
electroforesis se realizaron en el sistema vertical de Bio-Rad. Las muestras se resolvieron en
un gel 10% poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes a 80 V, durante 1 h, seguido de 1
h a 100 V en presencia de buffer de electroforesis (Tris 25 mM ; Glicina 192 mM; SDS 0,1%).
Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham, Reino Unido) en buffer de transferencia (Towbin) (Tris 25 mM;
Glicina 192 mM; SDS 3,5 mM, pH 8,3; Metanol 20% (v/v)). La transferencia fue realizada a
250 mA, durante 90 min.
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Para evitar la inmunodeteccidn inespecifica de proteinas, las membranas fueron bloqueadas
durante 60 min en 5% m/v leche descremada preparada en TBS-T (150 mM NaCl; 2,68 mM
KCl 2,68; 24,7 mM Tris; 0,05% v/v Tween-20; pH 7,4). Las membranas luego fueron incubadas
con los anticuerpos primarios correspondientes durante toda la noche a 4 °C en agitacién
suave. Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas sucesivas veces con TBS-T e incubadas
durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente y su
dilucién correspondiente segun los datos del fabricante. Las membranas fueron nuevamente
lavadas con TBS-T y la visualizacién de proteinas fue realizada por quimioluminiscencia
utilizando el kit comercial para deteccién por quimioluminiscencia ECL (Easy-see western
blot kit, TransGen Biotech, China). La visualizacion de las bandas en la membrana se realizé
con el equipo G-Box (Syngene, India) o Amersham Imager 600 RGB (GE, Healthcare Life

Sciences, Reino Unido).

2.11. ANTICUERPOS

Los anticuerpos primarios utilizados incluyen: anti-B-actina (Proteintech, EE.UU., Cat.
#22952, hecho en conejo; dilucidon 1/1000), anti-GAPDH (Cell Signaling, EE.UU., Cat. #3873,
hecho en ratén; dilucién 1/1000), anti-CHGA (Abcam, EE.UU., Cat. #32127, hecho en conejo;
dilucién 1/1000), anti-SYP (Abcam, EE.UU., Cat. #32127, hecho en conejo; dilucién 1/1000) y
anti-HO-1 (Abcam, EE.UU., Cat. #13248, hecho en ratdn; dilucion 1/1000).

Los anticuerpos secundarios utilizados incluyen: anti-IgG de conejo (Cell Signaling, EE.UU.,
Cat. #7074S; dilucion 1/5000) o anti-ratén (Cell Signaling, EE.UU., Cat. #7076S; dilucidon
1/5000) acoplados a la enzima peroxidasa de rdbano (HRP, del inglés Horseradish

peroxidase).

3. ANALISIS DE EXPRESION GENICA

3.1. PURIFICACION DEL ARN TOTAL

Para la purificacion de ARN total se utilizé el reactivo Quick-Zol (Kalium technologies,
Argentina). Al momento de cosechar las células de cada experimento, se descarté el medio

de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS. Luego, se recolectaron las células utilizando
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una espatula y 500 ul de Quick-Zol (Kalium technologies, Argentina); la suspensidn celular se
homogeneizé completamente por pipeteo y se incubd a RT durante 5 min. Seguidamente se
afiadieron 100 pl de cloroformo, se mezclé enérgicamente con vortex durante 15 s y se
incubd a temperatura ambiente durante 2-3 min. Para acelerar la separacion de fases se
centrifugd a 12.000 rpm a 4°C durante 15 min. La fase acuosa superior, que contiene el ARN,
se transfirié a un nuevo tubo. El ARN se precipité con 250 ul de isopropanol por cada 500 pl
de Quick-Zol (Kalium technologies, Argentina) incubando a -20°C durante 40 min. Se
centrifugd a 12.000 rpm a 4°C durante 10 min, se descarté el sobrenadante y se lavo el pellet
con 1 ml de etanol 75%. Se centrifugd a 7.500 rpm a 4°C durante 5 min y se removio el
sobrenadante. Para eliminar las trazas remanentes de etanol, el pellet se secé a 50°C durante
3 min, se resuspendidé en 10-30 pl de H,O libre de ARNasas y se rehidratd incubando 10 min

a 55-60°C. El ARN total extraido se conservd a -80°C hasta su uso.

3.2. CUANTIFICACION DEL ARN TOTAL

La concentracién y pureza del ARN total obtenido se midié mediante absorbancia a 260, 230
y 280 nm utilizando un Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), y calculando la relacidn

260/280y 260/230.

3.3. TRANSCRIPCION REVERSA (RT)

El ADN copia (ADNc) se sintetizé a partir del ARN total mediante una transcripcion reversa o
retrotranscripcién (RT) utilizando el kit RevertAid RT (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se incubaron 1-2 ug de ARN total con Oligo dT vy
agua libre de ARNasas hasta un volumen final de 12 pul. Se desnaturalizaron las muestras a
65°C durante 5 min. Luego se agrego la mezcla de reaccidon obteniendo asi una solucién final
con buffer de reaccién 1X, dNTPs 0,5 mM, inhibidores de ARNasas 1 U/ul y transcriptasa
reversa 10 U/ul. Se incubd durante 60 min a 42°C. La reaccion se inactivd a 70°C durante 5
min. Como control se realizd el mismo protocolo, pero sin el agregado de la enzima

transcriptasa reversa. El ADNc obtenido se conservo a -20°C hasta su uso.

3.4. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (qPCR)
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El ADNc se amplificé por RT-gPCR utilizando el kit FastStart Universal Probe Master (Roche,
EE.UU.). Se amplificaron 1,8 pul de una dilucién 1:30 del ADNc en una mezcla de reaccién
conteniendo los primers especificos para cada gen de interés (0,2 uM, Integrated DNA
Technologies Inc., EE.UU.; Tabla 3) en un volumen de reacciéon de 15 pl. Se relativizé la
expresion del gen de interés a un gen de referencia utilizando el método 24 (100). Se
emplearon como genes de referencia ciclofilina A (PPIA) y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Los primers utilizados se disefiaron con la herramienta web Primer
Blast (NCBI, EE.UU.). En la Tabla 4 se encuentran las secuencias de los primers especificos

para cada gen analizado.

Tabla 3. Programa de ciclado para la RT-qPCR.

Desnaturalizacién 95°C 5 min
Ciclado (40 ciclos) 95°C 20 seg
Temperatura de annealing 20 seg

72°C 30 seg

Lectura de fluorescencia

Curva de melting 65°C a 93°C, lectura de fluorescencia cada 0,2°C

Tabla 4. Lista de primers utilizados. Fw: primer forward. Rv: primer reverse. T°: temperatura
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ASCL1 CGGTCTCATCCTACTCGTCG GTTGTGCGATCACCCTGCTT 59 Humano
KLK3 TGAACCAGAGGAGTTCTTGAC CCCAGAATCACCCGAGCAG 56 Humano
BCL-2 CCTGTGGATGACTGAGTA GAGACAGCCAGGAGAAATCA 60 Humano
TP53 TCCCCTGCCCTCAACAAGATG GAGAGGAGCTGGTGTTGTTGG 55 Humano
NSE TGCACAGGCCAGATCAAGAC CCAGGCAAGCAGAGGAATCA 59 Humano
NCAM1 AGTCCAAGGGGAACCCAGT CTCAGCATTCCAGTCCAGGG 60 Humano
EZH2 CGAAGCTACTCCGAGTTCCC GCACTCAGACAAAGGACGGA 59 Humano
HMOX1 ACTGCGTTCCTGCTCAACAT GGGGCAGAATCTTGCACTTT 60 Humano
GAPDH CAGTCAGCCGCATCTTCTTTTG | ACCAGAGTTAAAAGCAGCCCT 60 Humano
PPIA GGTATAAAAGGGGCGGGAGG | CTGCAAACAGCTCAAAGGAGAC 60 Humano

Se realizaron al menos 3 experimentos independientes. Las pruebas estadisticas utilizadas

para evaluar las diferencias en la expresion génica fueron el t-Test en aquellos casos donde

se analizaron dos condiciones, ANOVA de un factor seguido de la prueba de Dunnett en

aquellos casos donde se analizaron mds de dos condiciones pero que sdlo interesaban las

comparaciones contra el control del experimento, o ANOVA de un factor seguido de la

prueba de Tukey cuando se analizaron mas de dos condiciones, y se realizaron todas las

comparaciones entre si. Se consideraron significativas las diferencias con un p<0,05.

4. MODELO DE XENOTRANSPLANTES DERIVADOS DE PACIENTES (PDXs)

4.1. ANIMALES

Todas las practicas que involucran animales de laboratorio fueron aprobadas por el Comité

Institucional de Cuidado y Uso de Animales del MD Anderson Cancer Center de la
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Universidad de Texas (Houston, EE.UU.), bajo la regulacién del Comité de Bienestar Animal
(IACUC, Protocolo #: 00001091-RNO03, titulo: The Relationship Between Prostate Cancer & the
Bone Environment) y se ajustan a la Politica de los National Institutes of Health (NIH) sobre

Cuidado Humano y Uso de Animales de Laboratorio.

4.2. DESARROLLO DE PDXs

Los xenotrasplantes derivados de pacientes (PDXs) se desarrollaron en el Laboratorio de la
Dra. Nora Navone bajo el "Programa de xenotrasplantes derivados de pacientes con PCa" en
el MD Anderson Cancer Center y el David H. Koch Center for Applied Research of
Genitourinary Cancers (Houston, TX, EE.UU.) (101).

Brevemente, los PDX generados en el MD Anderson Cancer Center (PDX MDA PCa) se
establecieron a partir de muestras tumorales obtenidas de pacientes con PCa sometidos a
prostatectomia radical, cistoprostatectomia/exenteracion pélvica o reseccidn/analisis de
biopsia de lesiones metastasicas. Los tejidos se evaluaron y macro-disectaron por un
patdlogo para su implantacion en ratones macho intactos CB17/lcr-Prkdcscid/IcrlcoCrl (RRID:
IMSR_CRL:236; Charles River Laboratories). Los injertos suplementados con Matrigel se
implantaron subcutaneamente en el flanco de los ratones. Los animales fueron
monitoreados para seguir el crecimiento inicial hasta 18 meses después de la implantacion.
Los tumores que crecieron se pasaron en serie, hasta 5 veces, sin Matrigel. Una linea se
considera establecida después de cinco pasajes. En cada pasaje, se almacenaron muestras
representativas en diversas formas para caracterizacién y propagacion continua. Estos PDX se
sometieron a un control de calidad riguroso. Se utilizaron muestras de tumor de pasajes

posteriores (>3) para la secuenciacién (102).

Especificamente, los PDX 146-10 y 146-12 se derivaron de areas diferentes de un Unico
tumor primario mixto Adeno-NEPC vy, posteriormente, se establecieron como NEPC puro
(146-10) y Adeno (146-12). El NEPC 146-10 no expresd AR ni su target, ZBTB16. A pesar de
las diferencias en morfologia, ambos PDXs compartieron mutaciones en TP53 y RBI1, asi
como la delecidn de PTEN entre otras alteraciones gendmicas, incluyendo una mutacion en

SPEN, un represor de transcripcién inducible por hormonas implicado en el PCa (101).
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Para esta tesis se trabajo con datos transcriptémicos pre-procesados (expresidon en valores

de FPKM) que se encuentran disponibles en cBioPortal (https://www.cbioportal.org/).

5. COHORTE DE PACIENTES CON NEPC

Para evaluar la expresién génica en muestras de NEPC, se descargaron los datos del conjunto
de datos Neuroendocrine Prostate Cancer (Multi-Institute, Nat Med 2016) publicado por
Beltran et al. (35) de cBioPortal (fecha de acceso: 3 de octubre de 2023)
(https://www.cbioportal.org/). Brevemente, este conjunto de datos contiene datos
transcriptémicos obtenidos mediante RNA-Seq e histopatoldgicos de 49 pacientes con PCa
(34 CRPC-Adeno y 15 CRPC-NE). A su vez, se utilizaron los datos publicados por Watanabe et
al. (129) de transcriptémica espacial de una muestra de un hombre de 78 afios diagnosticado
con PCa mixto: NEPC pT4N1MO y cancer positivo para AR (ARPC) pT2aNOMO con una

puntuacion de Gleason de 4 + 4.

6. ANALISIS BIOINFORMATICOS

6.1. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES Y ANALISIS DE AGRUPAMIENTO NO
SUPERVISADO

El analisis de componentes principales (PCA) consiste en un algoritmo de reduccién de
dimensionalidades, de modo tal que se transforma un conjunto de multiples variables (cada
una de ellas es una dimensién, por ejemplo, cada gen de un transcriptoma completo), en un
set de variables mas pequeno que siga conteniendo toda la informacion. Se ejecutd
utilizando el paquete factoextra en R (103). El andlisis de agrupamiento no supervisado,
incluyendo los datos de expresion de los genes metabdlicos desregulados, se realizé

utilizando los paquetes ggplot2 (104) y pheatmap (105) en R.

6.2. ANALISIS DE DATOS DE TRANSCRIPTOMICA ESPACIAL

Para este analisis utilizamos datos de expresidn del trabajo publicado por Watanabe et al.
(129) que posee datos de transcriptomica espacial ya procesados de un tumor

neuroendécrino, el cual fue caracterizado espacialmente utilizando el software CytAssist
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Visium (129) y que se encuentran disponibles para su visualizacidn y analisis en la base de

datos STOMICs DB (https://db.cngb.org/stomics/).

7. PROTOCOLO DE TRANSDIFERENCIACION NE in vitro

Para promover la transdiferenciacién en células de PCa se utiliz6 Forskolina (Fsk)
(Sigma-Aldrich, EE.UU.), un diterpeno que promueve la activacion de la Adenilato Ciclasa y
estimula la produccion de Adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (AMPc) intracelular (106). La
solucién stock se prepard en una concentracién final 10 mM en dimetilsulfoxido (DMSO). La
solucidn se filtrd utilizando filtros de 0,2 um, se alicuotd y se conservé a -20°C hasta su uso.
Al momento de tratar los cultivos celulares con la droga, se efectudé una dilucion 1:1000 en
RPMI, 10% v/v SFB con antibiéticos, para obtener la concentracién final deseada de 10 uM.

Las células fueron tratadas durante 48 hy 72 h.

7.1. EVALUACION DE LA MORFOLOGIA CELULAR

7.1.1. TINCION CON FALOIDINA-TRITC

Se cultivaron células C4-2B en placas de 12 pocillos en las que se habia insertado un vidrio de
12 mm de didmetro. Luego del tratamiento con Fsk 10 uM, hemina 80 uM o la combinacion
de ambas drogas, durante 48 h y 72 h, las células fueron lavadas suavemente con PBS y
fijadas con una solucién de PFA 4% durante 20 min a temperatura ambiente. Después de la
fijacion, se removid la solucién fijadora y se realizaron 3 lavados con PBS. Luego las células se
incubaron en una soluciéon permeabilizadora de PBS con 0,05% de tritdon X-100 durante 15
min y se lavaron 2 veces con PBS. Posteriormente, se realizé una incubacién con una dilucién
1:10 de TRITC-faloidina en PBS con 3% de BSA (preparada a partir de una dilucién 1:500 en
etanol 96% v/v) durante 1 h a temperatura ambiente en cdmara hiumeda. Se lavé 2 veces con
PBS y se incubdé con DAPI (1,5 pug/ml) por 10 min a temperatura ambiente en camara
himeda. Por ultimo, luego de lavar 2 veces con PBS, los vidrios fueron montados en un
portaobjetos con 2 ul de Mowiol (Sigma-Aldrich; San Luis, Misuri, EE.UU.) y conservados a
4°C en oscuridad hasta su uso. Las imdagenes fueron obtenidas por microscopia invertida de

fluorescencia utilizando un microscopio Olympus I1X71, con un objetivo 10X de aire. Con el
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programa Fili, se calcularon los parametros morfolégicos de largo, ramificaciones e
intersecciones de los procesos similares a neuritas de un minimo de 35 células por condicidn.
Los datos se presentan como el promedio + desvio estandar (SD) de al menos tres
experimentos independientes, a menos que se indique de otro modo. La significancia
estadistica se determind con el software GraphPad Prism 9, empleando pruebas de t-Test de

muestras no pareadas para comparaciones entre las condiciones experimentales.

7.1.2 TINCION CON AZUL DE METILENO

Se cultivaron células PC3 en placas de 12 pocillos en las que se habia insertado un vidrio de
12 mm de didmetro. Luego del tratamiento con Fsk 10 uM, hemina 80 uM o la combinacion
de ambas drogas, durante 48 h y 72 h, las células fueron lavadas suavemente con PBS y
fijadas con una solucién de PFA 4% durante 20 min a temperatura ambiente. Después de la
fijacién, se removid la solucion fijadora y se realizaron 3 lavados con PBS. Para la tincion, se
prepard una solucion de azul de metileno al 0,5% en agua destilada estéril y se aplicé 500 pl
por well de placa de 12 pocillos, incubando durante 10 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Por ultimo, luego de lavar 2 veces con PBS, los vidrios fueron montados en un
portaobjetos con 8 pl de Mowiol 488 (Sigma-Aldrich; San Luis, Misuri, EE.UU.) y conservados

a 4°C en oscuridad.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos que fueron descritos especificamente en cada seccidn se realizaron
utilizando el programa GraphPad Prism (https://www.graphpad.com/) y el lenguaje de

programacion R (107), mediante la interfase R Studio (108).
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RESULTADOS
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INTERACTOMA NUCLEAR DE HO-1 EN PCa

Distintas investigaciones han sefialado a HO-1 como una proteina con roles no
convencionales en cancer (88,109). Como se menciond anteriormente, la funcidon candnica
de HO-1 consiste en catalizar la degradacion del grupo hemo para formar BV, CO y Fe™.
Trabajos de nuestro grupo empleando modelos tanto in vitro como in vivo han reportado
que HO-1 ejerce efectos antitumorales en PCa. A su vez, por primera vez, demostramos que
HO-1 transloca al nucleo de células de PCa, donde ejerce una funcidn distinta a su actividad
enzimatica (110,111). Si bien se ha reportado que HO-1 interactla con proteinas que pueden
localizarse en el nucleo de células de PCa, hasta el momento, no se han identificado las

proteinas que interactian con HO-1 en el nucleo (112).

1. CONSTRUCCION DEL INTERACTOMA NUCLEAR DE HO-1

Con el objetivo de determinar cudles son los interactores nucleares de HO-1 en el contexto
del PCa, se realizd un estudio protedmico mediante la técnica de LC ESI-MS/MS. La Figura 14
muestra un esquema del disefo experimental empleado para la extraccion de proteinas y su
posterior analisis por espectrometria de masa. Brevemente, células de la linea PC3,
derivadas de una metastasis dsea de PCa, fueron tratadas con hemina (80 uM, 24 h) para
inducir la expresién de HO-1. Luego, se realizd la extraccion diferencial de proteinas
nucleares y citoplasmaticas y se procedidé a la inmunoprecipitacion de HO-1. Las proteinas
que co-inmunoprecipitaron junto con HO-1 se analizaron por LC ESI-MS/MS. Los parametros
utilizados en el estudio de espectrometria de masa y en el posterior analisis de los datos
obtenidos, se encuentran detallados en la seccidn Materiales y Métodos (Seccion 2.5). Luego
de filtrar los resultados de la espectrometria de masa utilizando CRAPome (113), se obtuvo
un total de 56 proteinas interactoras de HO-1, tanto en citoplasma como en nucleo de

células control y tratadas.
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Figura 14. Esquema del flujo de trabajo para la construccién del interactoma de HO-1 empleando la
linea celular PC3. Los ensayos de inmunoprecipitacion de HO-1 se realizaron a partir de extractos de
células PC3 tratadas con hemina (80 UM, 24 h). Para los analisis de LC-ESI MS/MS, los péptidos se
desalaron y concentraron utilizando una columna de resina C18. Los espectros de MS y MS/MS se

adquirieron utilizando los programas Flex Analysis y Biotools.

A continuacién, se realiz6 una comparacién entre los péptidos obtenidos en la condicidn
control (PC3-control) y en la condicién tratada con hemina (PC3-hemina) y se analizaron
tanto las fracciones nucleares como las citoplasmaticas. Asi, se identificaron 44 proteinas
presentes en el nucleo de células de PCa, de las cuales 11 se encontraron Unicamente en la

condicién tratada con hemina (Figura 15).
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BCLAF1: Factor de transcripcién asociado a Bcl-2 1

BRIX1: Homodlogo de la proteina de biogénesis de ribosomas
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Figura 15. Detalle del interactoma nuclear de HO-1 en células PC3-hemina vs. PC3-control.
Diagrama de Venn representando las 44 proteinas identificadas en la fraccion nuclear de células PC3,
de las cuales 11 se detectaron en los inmunoprecipitados de HO-1 luego del tratamiento con hemina
(PC3-hemina, rojo) en comparacién con la condicién control (PC3-control, gris) (izquierda). Listado de

las proteinas identificadas sélo en la condicion PC3-hemina (derecha).

Como se muestra en la Figura 15, se detectaron 11 proteinas que interactian con HO-1 en el
nucleo de células de PCa tratadas con hemina (80 uM, 24 h). Los interactores nucleares de
HO-1 identificados mediante LC-ESI MS/MS se encuentran implicados en diversas funciones,
entre ellas: organizacion de la cromatina y regulacion de la expresion génica (SAFB y BCLAF1)
(114,115), estabilizaciéon del ARN (ILF2, ILF3, GPATCH1) (116,117), regulaciéon del
metabolismo del ARN (DDX17) (118), biogénesis ribosomal (BRIX1) (119), muerte celular
programada (CASP14) (120), control del centrosoma y ensamblaje microtubular (CCDC175)
(121), sensor REDOX (PRDX1) (122) y transporte de nucledtidos adenina en mitocondrias
(SLC25A5) (123).

1.1. ANALISIS PROTEOMICO Y TRANSCRIPTOMICO INTEGRADO DE MUESTRAS DE PCa
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Con el objetivo de analizar si existen interacciones entre los componentes del interactoma
nuclear de HO-1 en PCa, se utilizaron los softwares STRING e Ingenuity Pathway Analysis
(IPA; QIAGEN) para construir redes potenciales de interaccion. Como puede observarse en la
Figura 16A, se identificaron dos redes principales, una compuesta por: ILF3, ILF2, BCLAF1,
DDX17, SAFB y BRIX1 y otra compuesta por: SLC25A5, PRDX1 y HO-1. Las proteinas
CCDC175, GPATCH1 y CASP14 aparecen como nodos sueltos ya que no fueron relacionadas
con las demas. A su vez, tampoco se encontrd una red que relacione a todos los interactores
a la vez. En paralelo, los resultados obtenidos a través del software IPA muestran que 6 de los
interactores de HO-1 (SAFB, ILF3, ILF2, BRIX1, DDX17 y BCLAF1) interactian entre si o con
HO-1 en el nucleo, validando asi los resultados obtenidos por LC-ESI MS/MS (Figura 16B).

70



Extracellular Space

GF‘@H 1

Plasma Memb¥ane

Cytoplasm

7
///,/” o
31%4 T /1
T 1
’/ /1
’ - / =~
/L // J/‘TI” /
F -, — L ol LAY |
o, LA i
/ 3 -T ! s~
>\/ - / R d
/ \ /’/ I —""f“ / 4 p :
/ ” ’\ - 4 "’,I / 4 // [
1l

U1snRNP

Otro

Transportador

Enzima

& ) O

CO Regulador Transcripcional

T —Fl 1}6

e Efecto no predicho
= === Efecto no predicho

Inhibicién indirecta, ubiquitinacién
~ Activacién directa

« « « Activacioén indirecta

thanol

71



Figura 16. Interacciones predichas entre los factores nucleares diferencialmente detectados en
células PC3-hemina vs. PC3-control. A) Red de interaccion propuesta por STRING entre HO-1 (circulo
verde) y sus interactores nucleares (circulos rosados) (124). B) Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
utilizando los PSMs de los interactores nucleares de HO-1 identificados por espectrometria de masas

(subrayado en rojo) (125).

1.2. VALIDACION DE LAS INTERACCIONES DETECTADAS ENTRE HO-1 Y LOS FACTORES
NUCLEARES

Posteriormente, con el objetivo de validar algunas de las interacciones detectadas en la
fraccidn nuclear de células PC3, se realizd una co-inmunoprecipitacidn seleccionando los
factores BCLAF1 y SAFB, ya que se ha reportado que los mismos estan involucrados en la
regulacién de la expresién génica ya sea como co-activadores o represores transcripcionales
dependiendo del contexto celular (126,127). Para ello, a partir de lisados proteicos totales
obtenidos de células PC3 control (PC3-control) y tratadas con hemina (PC3-hemina) se
realizé una inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos especificos anti-BCLAF1 o anti-SAFB
(Figura 17A). Los inmunocomplejos se analizaron mediante Western Blot utilizando un

anticuerpo especifico anti-HO-1 (Figura 17B).
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Figura 17. Validacidn de la interaccién de HO-1 con factores nucleares por co-inmunoprecipitacion
en PC3-hemina vs. PC3-control. A) Esquema experimental simplificado. Brevemente, células de la
linea PC3 fueron tratadas con hemina (80 uM, 24 h), se lisaron y se extrajeron proteinas totales, para
luego someterlas a una inmunoprecipitacién (IP) y posterior analisis mediante Western Blot (WB). B)
La IP se realizé con los extractos proteicos de células PC3-hemina vs PC3-control con anticuerpos
especificos anti-BCLAF1 (IP BCLAF1) o anti-SAFB (IP SAFB). Se utiliz6 como control de isotipo

anticuerpo anti-lgG. Tento los inmunoprecipitados del control de isotipo (IgG) de la condicién
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PC3-control y de la condicion PC3-hemina, como los inputs fueron revelados mediante WB con
anticuerpos especificos anti-HO-1 y anti-SAFB o anti-BCLAF1. Se evaluaron los niveles de [E-actina

como control de carga.

Como se observa en la Figura 17, se comprobd que tanto BCLAF1 como SAFB interaccionan
con HO-1 en células de PCa tratadas con hemina (PC3-hemina). De esta manera, se valido la
interaccién de HO-1 con dos de las proteinas mas relevantes del interactoma delineado por

LC-ESI MS/MS en células de PCa.

1.3. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LOS INTERACTORES DE HO-1

Posteriormente, dado que los 11 interactores de HO-1 se detectaron en el nucleo de células
de PCa en un contexto de induccién de HO-1 (PC3-hemina), nos propusimos investigar si son
capaces de modular la expresion génica. En primer lugar, se evalud si dichas proteinas eran
capaces de actuar como factores de transcripcién o como co-reguladores de la transcripcion,
mas alla de las funciones descritas previamente (Figura 15). Para abordar este objetivo, se
utilizé la base de datos ChIP-Atlas, que relne datos de andlisis por secuenciacién de
inmunoprecipitaciéon de la cromatina (ChlP-seq) en diferentes lineas celulares tumorales
(https://chip-atlas.org/target_genes), para investigar si los 11 interactores de HO-1 son
capaces de regular la transcripcién. Los analisis llevados a cabo mostraron que BCLAF1, SAFB,
ILF3 y DDX17, interactores nucleares de HO-1, interactuan con el ADN en las siguientes lineas
tumorales: K562, Hep-G2 y NTERA2 (Figura 18). En la figura se grafican mapas de calor que
representan el Binding Score, un parametro que indica la fuerza de unién de la proteina a un
determinado sitio del gen target, junto con nubes de palabras para cada interactor (SAFB,

BCLAF1, ILF3 y DDX17) encontrado en la base de datos de ChIP-Atlas.
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Figura 18. Evaluacion de la capacidad de union al ADN de los interactores nucleares de HO-1. Se
utilizo el repositorio Chip-Atlas para el analisis de los sitios blanco de los interactores de HO-1. Las
nubes de palabras representan a los interactores y a sus genes target (se incluyen aquellos que
poseen un Binding Score mayor a 500). A la derecha de cada nube de palabras se incluye un mapa de
calor para los 10 genes que presentan mayor Binding Score, el cual esta representado por la escala

de colores.

Para continuar con la caracterizacion de los interactores de HO-1, se realizé un GSEA (Broad
Institute, EE.UU.) y se exploré la base de datos KEGG (98) para evaluar qué vias vy

enfermedades humanas se hallaban representadas. Para nuestro analisis utilizamos una lista
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de genes compuesta por: HMOX1, sus 4 interactores con genes target, y los genes target de
estos ultimos. Para la eleccidn de los genes target utilizamos como punto de corte el valor de
Binding Score. Fueron incluidos los genes que tuvieran 500 o mas de Binding score, por lo
qgue el numero total de genes analizados fue de 799. El andlisis mostré un enriquecimiento
de genes asociados a vias neurodegenerativas en distintas enfermedades, a la enfermedad
de Huntington, a la via de senalizacion de la neurotrofina y al metabolismo de la colina en

cancer (Figura 19).
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Figura 19. Analisis de enriquecimiento (GSEA) de los interactores de HO-1 determinados en células
PC3 y sus genes target hallados en ChIP-Atlas. En el grafico se muestran las vias KEGG enriquecidas
significativamente para el conjunto de genes seleccionado (799 genes representados por HMOX1,
BCLAF1, SAFB, ILF3 y DDX17. El tamafio de los puntos representa la cantidad de genes involucrados
en cada categoria y el gradiente de color muestra el p valor. La significancia estadistica se fijé en

p<0,05.

2. CORRELACION CLINICA ENTRE HO-1, SUS INTERACTORES Y GENES TARGET CON
MUESTRAS NEPC

Interesantemente, los resultados obtenidos evidencian una asociacion entre los genes que
codifican para los interactores nucleares de HO-1 y sus genes target, con enfermedades

neurodegenerativas. En consecuencia, se decidié explorar si existia alguna relacién entre
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HMOX1, los genes que codifican para sus interactores y sus genes target, con alguno de los
subtipos de PCa. Para este fin, se analizaron datos transcriptémicos por secuenciaciéon
masiva (RNA-seq) de una coleccién de xenotrasplantes derivados de pacientes con PCa del
MD Anderson Cancer Center (MDA PCa PDXs). Uno de los aspectos mas valiosos de este
modelo in vivo es que los PDXs representan la heterogeneidad de la enfermedad y, por dicha
razén, son modelos preclinicos ampliamente utilizados (101,102). A su vez, los MDA PCa
PDXs contienen datos clinico-patolégicos de los pacientes y datos transcriptdmicos vy
gendmicos de los PDXs. Asi, a partir de dicha coleccidn, se evalud la expresion de nuestros

genes de interés (Figura 20A).
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Figura 20. Evaluaciéon de la correlacion entre HMOX1, los genes que codifican para los interactores
nucleares de HO-1 y sus genes target con los subtipos de PCa utilizando xenotransplantes derivados
de pacientes (MDa PCa PDX). A) Representacion esquematica de los MDa PCa PDXs de la coleccién
del MD Anderson Cancer Center. B) Mapa de calor que representa un analisis de agrupamiento no
supervisado de los MDa PCa PDX. Se encuentra representada la expresién génica de HMOX1, sus
interactores con sitios de unién al DNA y los genes target con Binding Score mayor a 500 (799 genes).
Los colores rojo, blanco y azul representan los niveles de expresidn altos, intermedios o bajos,
respectivamente, representados como z score. En la parte superior del mapa de calor se pueden
observar variables clinico-patoldgicas correspondientes a cada paciente, las misma se encuentran
detalladas a la derecha del grafico. C) Mapa de calor realizado para la expresion de HMOX1 y la de los
genes que codifican para sus interactores SAFB, BCLAF1, DDX17 e ILF3). D) Grafico de analisis de

componentes principales considerando la expresién de los 5 genes analizados en el mapa de calor.

Se realiz6 un analisis de agrupamiento no supervisado de HMOX1, SAFB, BCLAF1, DDX17 e
ILF3 y los genes target con valores de Binding Score mayores a 500 (799 genes en total). Se
observd que este grupo de genes estratifica a todos los MDa PCa PDX AR negativos y de
histopatologia NE en un unico cluster (Figura 20B). A continuacion, se realizé el mismo
analisis restringiendo significativamente el nimero de genes de 799 a 5, es decir
contemplando Unicamente a HMOX1, BCLAF1, SAFB, ILF3 y DDX17, sin involucrar a los genes
target. Sorprendentemente, a pesar de la disminucidn en el nimero de genes utilizados para
el andlisis, se observé que la mayoria de los PDX NE se siguieron agrupando en un mismo
cluster (Figura 20C). A su vez, el analisis de componentes principales indicé que los genes
que mas aportan a la variabilidad entre muestras fueron BCLAF1, SAFB e ILF3 (Figura 20D).
Estos resultados indican una correlacion negativa entre la expresién de HMOX1 y sus

interactores en los PDX NE.

Para determinar con una mayor precision la especificidad de la expresion de los interactores
de HO-1 como marcadores candidatos de NEPC, se seleccionaron los PDXs MDA PCa 146-10y
MDA PCa 146-12, ambos derivados del mismo tumor pero de diferentes regiones
histoldgicas, NEPC y adenocarcinoma, respectivamente (Figura 21A). Curiosamente, el
analisis de la expresidn, a partir de datos de RNA-seq, reveld que el PDX 146-12, establecido
a partir de la regién adenocarcinoma, muestra altos niveles de expresion de HMOX1 y bajos

de BCLAF1, SAFB, ILF3 en comparacion con el PDX 146-10, derivado de la regidn
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neuroenddcrina del tumor. En cuanto a DDX17, la expresién en ambos PDXs parece no variar

(Figura 21B).
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Figura 21. Comparacidon de la expresidon génica (FPKM) de HMOX1, BCLAF1, SAFB, ILF3 y DDX17
entre los PDXs MDA PCa 146-12 (adenocarcinoma) y MDA PCa 146-10 (NEPC), generados a partir
del mismo tumor de prostata. A) Representacion esquemadtica de la generacién de los PDX
heterélogos 146-10 (NE) y 146-12 (adenocarcinoma) provenientes de un Unico tumor con
caracteristicas histoldgicas mixtas y que posteriormente fueron secuenciados. B) Graficos de barra
que representan los niveles de expresion (FPKM) de HMOX1, BCLAF1, SAFB, ILF3 y DDX17,
determinados a partir de un analisis de RNA-seq (n=1) en el PDX MDA PCa 146-12 (adenocarcinoma)
vs. el PDX MDA PCa 146-10 (NE).

Estos resultados demuestran que la expresiéon de los genes que codifican para los
interactores nucleares de HO-1, identificados por primera vez a través un analisis protedmico
en células de PCa, junto con HMOX1 fue capaz de discriminar entre las muestras
caracterizadas como NEPC y las muestras de PCa primario, CRPC y carcinoma sarcomatoide,

sugiriendo la relevancia clinica de HMOX1 y sus interactores en el subtipo NE de la
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enfermedad.

Para seguir explorando la relacién entre HMOX1, sus interactores y el subtipo NE, se
realizaron analisis bioinformaticos adicionales utilizando el conjunto de datos de Beltran et
al. (n = 49) que incluye 15 muestras provenientes de tumores CRPC-NE y 34 muestras de
tumores CRPC-adenocarcinoma, incluyendo datos transcriptémicos y clinicos (35). Se
evaluaron dos conjuntos de genes, en primer lugar el conjunto de 799 genes compuesto por
HMOX1, sus interactores BCLAF1, SAFB, ILF3 y DDX17 y los genes target de estos ultimos
(Figura 22A). Posteriormente, se realizd el mismo andlisis de agrupamiento no supervisado
reduciendo el nimero de genes a 5, grupo compuesto por HMOX1 y sus interactores BCLAF1,
SAFB, ILF3 y DDX17. Tanto en el conjunto de 799 genes como en el de 5 se observo la
formacion de un cluster compuesto por muestras CRPC-NE con baja expresion de HMOX1
(Figura 22B). Por ultimo, al evaluar la expresion de HMOX1 y sus interactores BCLAF1, SAFB,
ILF3 y DDX17 en muestras de adenocarcinoma vs. neuroenddcrinas se observé un aumento
significativo de la expresion de BCLAF1, SAFB e ILF3 junto con la sub-expresion de HMOX1 en
las muestras NEPC (Figura 22C).
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Figura 22. Evaluacion de la correlacion entre HMOX1, sus interactores y genes target con los

subtipos de PCa en muestras de pacientes. A) Mapa de calor que representa un analisis de

agrupamiento no supervisado de las muestras de pacientes del set de datos Beltran et al. (35). Se

encuentra representada la expresion génica de HMOX1, los genes que codifican para sus interactores

con sitios de unién al ADN y los genes target con binding score mayor a 500 (799 genes). Los colores

rojo, blanco y azul representan niveles de expresion altos, intermedios o bajos, respectivamente,
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representados como z score. En la parte superior del mapa de calor se pueden observar variables
clinico-patoldgicas correspondientes a cada paciente y detalladas a la derecha del grafico. B) Mapa de
calor realizado para la expresion (FPKM) de HMOX1, SAFB, BCLAF1, DDX17 e ILF3. C) Gréficos de violin
gue muestran los niveles de expresion (FPKM) de HMOX1, SAFB, BCLAF1, DDX17 e ILF3 en muestras

de adenocarcinoma (ADENO) y PCa neuroenddcrino (NEPC) del set de datos Beltran et al. (35).

2.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE HMOX1 Y DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA SUS
INTERACTORES NUCLEARES MEDIANTE TRANSCRIPTOMICA ESPACIAL

A continuacidn, teniendo en cuenta la heterogeneidad de los tumores de préstata, se decidié
evaluar la expresion de HMOX1 y sus interactores nucleares en muestras de NEPC mediante
transcriptdmica espacial, una técnica que permite estudiar la expresidon génica en su
contexto espacial dentro de los tejidos. Para ello, se utilizd el repositorio de datos de
transcriptdmica espacial STOmics DB, una plataforma especializada que centraliza datos de
transcriptémica espacial provenientes de distintas especies y tejidos (128). En nuestro
analisis, se utilizé el dataset publicado por Watanabe et al., que posee datos de
transcriptdmica espacial de un tumor neuroendécrino, el cual fue -caracterizado
espacialmente utilizando el software CytAssist Visium (129). La muestra de dicho dataset
proviene de paciente con PCa mixto (NEPC y cancer positivo para AR (ARPC)), (Figura 23A) en
la cual los autores definieron dos clusters: cluster 0, que contiene a la region NEPC, y cluster
7, el cual contiene a la regidon ARPC (Figura 23B). En primer lugar, para confirmar y delinear la
regién de NEPC en el tejido, se analizé la expresidén de SYP, NSE, EZH2, MYCN, CHGA, SOX2,
NCAM1 y AURKA, marcadores caracteristicos de este subtipo de PCa. Asi, se comprobd que la
expresion de dichos marcadores es alta en la region izquierda del chip (Cluster 0), de manera
consistente con la pérdida marcada de ARy KLK3 en NEPC (Figura 23C-B). Una vez delineada
la regién correspondiente al subtipo NEPC, se analizé la disposicion espacial de los
interactores de HMOX1 dentro del tejido, tanto en el cluster 0 (NEPC) como en el Cluster 7
(ARPC). Se observd que, al igual que en los resultados previamente obtenidos en PDXs, la
expresion de BCLAF1, SAFB e ILF3 fue mayor en el Claster 0 (NEPC) en comparacion con el
Cluster 7 (ARPC) (Figura 23Di-iii), mientras que DDX17 mostrd un patrén opuesto (Figura
23Div). Al analizar HMOX1, se observd que su expresion es mayor en la region de NEPC en
comparacién con la region ARPC (Figura 23Dv). Sin embargo, cabe resaltar que la mayor

expresion de HMOX1 se detectd en la regidn correspondiente al subtipo NEPC, que discrepa
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con los resultados presentados anteriormente (Figuras 24E). De esta manera, se debe tener
en cuenta que los datos utilizados para este analisis provienen de una muestra de un tumor
de un Unico paciente mientras que los analisis previos fueron realizados con datos
provenientes de multiples pacientes y de todas las regiones del tumor. Asi, en particular, la
localizacién especifica de HMOX1 y sus interactores en regiones NEPC podria revelar

patrones funcionales que se diluyen en andlisis globales del tumor.

84



s, Cluster

mo
mi
2
£ -
m5
I Y
lg L .‘
L R A o
1
2 » 4 )
m14 R
12 ?' Cluster0
17
2l ¥ , NEPC
’
Transcriptomica espacial (CytAssist Visium)
C Marcadores NEPC Marcadores ARPC
syp . NSE EZH2 MYCN AR
3 .".{ N
e
© ReAG AN
il -
3 %{j '
CHGA sox2 NCAM1 AURKA KLK3
33
2 3 B
D —
BCLAF1 i DDX17 jiv  Hmox1 v
. o todl
3 a.3 v
» ..,‘".".‘:t
ol v N
& R0
0 S /.
8 3 Five
— — | —
E
Cluster 0 Cluster 7
Gene

Mean %pos | Mean % pos
BCLAF 1.4 9965 1.25 8423
SAFB 11 9806| 078 654
ILF3 234 100 1.59 93.29
DDX17 1.31 9894 1.8 9497
HMOX1 0.78  89.05] 028 29.53

Figura 23. Evaluacion de la expresion de los interactores de HMOX1 y su correlacién con el fenotipo
NEPC utilizando datos de transcriptémica espacial. A) Esquema del chip obtenido de la muestra del
paciente. B) Detalle de los clusters presentes en la muestra utilizada: Cluster 0 (NEPC, azul) y Cluster 7
(ARPC, verde). C) Analisis espacial de la expresion de marcadores neuroenddcrinos (SYP, NSE, EZH2,
MYCN, CHGA, SOX2, NCAM1 y AURKA) en la regién del tumor clasificada como NEPC (Cluster 0) vs. la
region clasificada como ARPC (Cluster 7). D) Andlisis espacial de la expresion de BCLAF1 (i), SAFB (ii),
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ILF3(iii), DDX17 (iv) y HMOX1 (v). E) Analisis cuantitativo de la expresién en cada uno de los clusters.

Se detalla el valor obtenido para la media (mean) y el porcentaje de células positivas (% pos).

En conclusion, nuestros resultados muestran una relacion entre la expresiéon de los
interactores de HMOX1 y el subtipo neuroenddcrino del PCa. Dichos resultados fueron
evaluados adicionalmente mediante un analisis de transcriptomica espacial provenientes de
un tumor mixto con componente NEPC. Estos hallazgos subrayan la importancia de
considerar la resolucidn espacial y la heterogeneidad intratumoral al interpretar los perfiles

de expresion génica en PCa.
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PARTE Il

ESTUDIO DE LA RELEVANCIA DE HO-1Y SUS INTERACTORES EN EL NEPC

1. ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO NEPC in vitro

Durante el desarrollo y establecimiento del NEPC se desencadenan diferentes cambios
moleculares que pueden ser utilizados como indicadores de la transdiferenciacion.
Frecuentemente en NEPC se observan alteraciones gendmicas clave, como la pérdida alélica
o la mutacidn de los genes supresores tumorales TP53, RB1 y PTEN, facilitando Ia
reprogramacion epigenética y la pérdida de la identidad de las células epiteliales luminales
(130). Modificadores epigenéticos como EZH2 desempenan un papel crucial al promover la
metilacién de histonas (H3K27me3), que suprime la sefializacién de AR y mejoran la
plasticidad del linaje (131). A su vez, reguladores transcripcionales como N-Myc (MYCN) y
AURKA estan sobreexpresados en aproximadamente el 40% de los casos de NEPC,
impulsando la diferenciacion neuroenddcrina al reprimir las vias de AR y promover la
progresion del ciclo celular (132). Adicionalmente, en células LNCaP transdiferenciadas in
vitro se evidencio una elevada expresién del factor antiapoptdtico BCL-2 lo que correlaciona
con lo observado en células de carcinoma de células pequefias en muestras clinicas (133).
Por otra parte, en la clinica los tumores NE se definen generalmente por la expresion de
cromogranina A (CHGA), sinaptofisina (SYP), molécula de adhesién celular neural 1 (NCAM1)
y enolasa especifica de neuronas (NSE), generalmente evaluadas a través de

inmunohistoquimica (134,135).

Para validar los resultados obtenidos a partir de los analisis bioinformaticos, se decidid
trabajar con un modelo NEPC in vitro. Dado que no se disponia de una linea celular de NEPC,
como por ejemplo NCI-H660, nos basamos en la bibliografia para establecer un protocolo de
transdiferenciacion utilizando las lineas celulares de PCa, C4-2B y PC3. En la literatura
pueden encontrarse distintos protocolos, en los cuales la transdiferenciacion NE de células
de PCa puede promoverse mediante la estimulacion con inductores de AMP ciclico (AMPc),
tales como epinefrina, forskolina (Fsk) o isobutil-metilxantina (IBMX) (106). Esta reportado

gue el tratamiento con dichos inductores promueve la expresion de marcadores NE en lineas
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de PCa como LNCaP (135) y C4-2B (136). Por otro lado, existen otros protocolos que se basan
en el uso de medios de cultivo deficientes en hormonas como el suero fetal bovino
charcolizado, lo que simula la deprivacién androgénica y resulta en un aumento de la
produccion de AMPc y la adquisicion de un fenotipo NE (137). Estos métodos inducen
cambios morfolégicos, cambios en la expresién de marcadores de NEPC, el arresto del ciclo
celular en G1 y la pérdida de clonogenicidad en respuesta a los niveles elevados de AMPc

(138,139).

De esta manera, se establecid en el laboratorio un protocolo de transdiferenciacién basado
en la induccién de AMPc utilizando Fsk. El mismo consistié en tratar células de las lineas

C4-2B y PC3, como fue descrito en la seccion Materiales y Métodos (Seccion 7)(Figura 24).

T
.
9

IERREE] . Transdiferenciacion
Células  jeuroendscrina NEPC
epiteliales

Plaquear células de Tratamiento con Fsk 10 uM Analisis de marcadores

PCa en MW6 durante 48 hy 72 h NEPC por gPCR y WB A )

Figura 24. Esquema del protocolo de transdiferenciacion NE utilizado. Células de las lineas C4-2By
PC3 fueron tratadas con Fsk (10 uM, 48 h y 72 h) realizdndose cambios de medio cada 24 h.
Finalizado el tratamiento se evalud la morfologia celular por microscopia déptica y la expresion de

marcadores NE por RT-gPCR y Western Blot.

2. EVALUACION DEL EFECTO DE LA FORSKOLINA SOBRE LA MORFOLOGIA CELULAR Y
LA EXPRESION DE MARCADORES NE

En primer lugar, se evalué la morfologia de las células en los distintos tiempos de
tratamiento para inducir la transdiferenciacion (Fsk 10 uM, 48 h y 72 h). Se observd que las
células de la linea C4-2B presentaron un marcado cambio morfoldgico a las 48 hy 72 h de
tratamiento al compararlas con el control. Las células tratadas con Fsk adquirieron una

morfologia mas alargada, presentando protrusiones similares a neuritas (Figura 25).
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Figura 25. Efecto del tratamiento con Fsk sobre la morfologia de células C4-2B. Micrografias
obtenidas con un microscopio dptico invertido donde se observan los cambios en la morfologia
celular durante el proceso de transdiferenciacion al realizar el tratamiento con Fsk (10 uM, 48 hy 72
h). Aumento: 400X. Grafico de barras que representa la cuantificacion del largo de las neuritas en
cada una de las condiciones. La cuantificacion se realizé utilizando el Software Fili. Los resultados se
muestran como media + S.E.M. Las diferencias significativas se establecieron en p<0,05 siendo

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

A su vez, para determinar si los cambios morfoldgicos eran acompafnados de cambios a nivel
transcripcional, se evalud la expresion de algunos marcadores relevantes en la
transdiferenciacion NE. La expresién de ASCL1 aumentd significativamente a las 72 h de
tratamiento (Figura 26A). Respecto a BCL-2, se observé un aumento significativo sostenido
en el tiempo (Figura 26A). Dado que la linea C4-2B es sensible a andrégenos también se
evalud la expresion de KLK3 (gen regulado por AR) (140) y se observd una disminucidn
significativa en ambas condiciones de tratamiento (Figura 26A). La expresidon de TP53,
normalmente alterado en muestras NEPC (141), también disminuyd significativamente como
consecuencia del tratamiento con Fsk. Adicionalmente, se determind la expresidn proteica
de sinaptofisina (SYP) por Western Blot. Si bien se observaron niveles basales de SYP en
C4-2B control como previamente demostraron Jing et al. (142), dichos niveles no se

modificaron significativamente en presencia de Fsk.
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Figura 26. Transdiferenciacion de la linea de PCa sensible a andrégenos C4-2B, evaluacién
molecular. A) Los niveles de expresidn génica de ASCL1, KLK3, BCL-2 y TP53 se evaluaron mediante
RT-gPCR en células tratadas con Fsk 10 uM durante 48 h y 72 h. Se utiliz6 PPIA como gen de
referencia. Cada condicién esta relativizada al control. Los resultados se muestran como media *
S.E.M. Las diferencias significativas se establecieron en p<0,05 siendo **p<0,01, ***p<0,001,
***¥*pn<0,0001. B) Evaluacidon de la expresion de Sinaptofisina (SYP) mediante WB en células C4-2B
tratadas o no con Fsk (10 uM). Se utilizd6 GAPDH como control de carga. La cuantificacion de los

niveles proteicos se realizé mediante un andlisis de densitometria utilizando el software Fili.

Por otro lado, se utilizé el mismo protocolo, basado en el aumento de los niveles de AMPc
como consecuencia del tratamiento con Fsk (10 uM, 48 hy 72 h), para transdiferenciar células

de la linea PC3, protocolo que no estaba reportado con anterioridad en la literatura. En este
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caso, se observaron dos subpoblaciones como respuesta a la presencia de Fsk: una que
conservaba el fenotipo epitelial y otra de morfologia mas alargada con prolongaciones

similares a neuritas (Figura 27).
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Figura 27. Efecto del tratamiento con Fsk sobre la morfologia de células PC3. Imagenes
representativas obtenidas con un microscopio éptico invertido de células PC3, teiiidas con Azul de
metileno para obtener mejor contraste, que muestran los cambios en la morfologia celular durante el
proceso de transdiferenciacion al utilizar Fsk 10 uM durante 48 h y 72 h. Aumento: 400X. Se
cuantificd el largo de las neuritas utilizando el Software Fili. Cada condicién esta relativizada al
control. Los resultados se muestran como media + S.E.M. Las diferencias significativas se

establecieron en p<0,05 siendo **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

En cuanto a la expresidn transcriptomica de marcadores NE, se observd un aumento
significativo en los niveles de ARNm de NSE, EZH2, BCL-2 y NCAM1 a las 72 h de tratamiento
(Figura 28A). Mediante Western Blot se evalud la expresion de CHGA vy se evidencié que el
tratamiento con Fsk (72 h) parece promover un aumento en los niveles proteicos de dicho

marcador NE (Figura 28B).
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Figura 28. Transdiferenciacion de la linea de PCa insensible a andrégenos PC3, evaluacion
molecular. A) Los niveles de expresion de NSE, EZH2, BCL-2 y NCAM1 se evaluaron mediante RT-gPCR
en células tratadas con Fsk 10 uM durante 48 h y 72 h. Se utiliz6 GAPDH como gen de referencia.
Cada condicion esta relativizada al control. Los resultados se muestran como media + S.E.M. Las
diferencias significativas se establecieron en p<0,05 siendo **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. B)
Evaluacion de la expresion de Cromogranina A (CHGA) mediante WB en células PC3 tratadas o no con
Fsk (10 uM). Se utilizé B-actina como control de carga. La cuantificacion de los niveles proteicos se

realizd mediante un analisis de densitometria utilizando el software Fili.

3. MODULACION DE LA EXPRESION DE HO-1 EN CELULAS DE PCa
TRANSDIFERENCIADAS
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En la Parte 1.2 de esta seccion se describieron los resultados obtenidos mediante analisis
bioinformaticos los cuales evidenciaron que HMOX1 se encuentra sub-expreseda en
pacientes con NEPC y en PDXs con fenotipo NE. Para profundizar el estudio del rol de HMOX1
en el fenotipo NEPC, nos propusimos modular su expresion y actividad en modelos de
transdiferenciacion in vitro mediante el tratamiento con Fsk. Para ello se cultivaron las
células (C4-2B y PC3) en presencia de Fsk (10 uM, 48 hy 72 h) y hemina (80 uM, 48 hy 72 h)

con el fin de evaluar el efecto de la induccién de HO-1 en el proceso de transdiferenciacion.

3.1. EL TRATAMIENTO CON HEMINA REVIERTE LA ADQUISICION DE CARACTERISTICAS NE

En primer lugar, mediante una tincion con Faloidina-TRITC, se evaludé el efecto del
tratamiento con hemina sobre la morfologia de las células C4-2B sometidas al protocolo de
transdiferenciacion (Fsk 10 uM, 48 h y 72 h). Como era esperable, se observé que el
tratamiento con Fsk 10 uM tanto a las 48 h como a las 72 h, promovié el aumento del
numero de procesos similares a neuritas y en consecuencia el nimero de intersecciones
entre las mismas (Figura 29A). Al combinar el tratamiento de Fsk con hemina, se observd
una disminucion significativa tanto en el largo de los procesos como en el numero de

intersecciones al comparar con las células control y las tratadas solo con Fsk (Figura 29B).
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Figura 29. Efecto de la induccion de HO-1 mediante el tratamiento con hemina en células C4-2B
sometidas a un protocolo de transdiferenciacion. A) Imagenes representativas obtenidas mediante
un microscopio de fluorescencia de células C4-2B tefiidas con Faloidina-TRITC (rojo, F-actina) en
distintas condiciones: control, Fsk 48 h y 72 h (FSK), Fsk + hemina (FSK+HEM) a 48 h y 72 h, hemina
(HEM) 48 h y 72 h. B) Cuantificacién de parametros morfoldgicos: nimero de ramificaciones y
numero de puntos de interseccidn por ramificacion. Los resultados se muestran como media + S.E.M.
Las diferencias significativas se establecieron en p<0,05 siendo **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001,

+p<0,001.

Ademads, se determind el efecto de la hemina en la morfologia de células de la linea PC3

94



tratadas con Fsk. Se observé que el tratamiento con Fsk, tanto a las 48 h como a las 72 h,
indujo cambios morfoldgicos en una subpoblacion de células (Figura 30A). A su vez, se
detectd un aumento en la longitud de las mismas cuando las células fueron cultivadas con
Fsk (Figura 30B). Si bien, se observé un aumento a lo largo de los procesos en las células
tratadas con ambas drogas, dicho aumento fue menor que el inducido en las células

cultivadas sdlo con Fsk (Figura 30B).
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Figura 30. Efecto de la induccion de HO-1 mediante el tratamiento con hemina en células PC3
sometidas a un protocolo de transdiferenciacion. A) Imagenes representativas de células PC3

tefiidas con Azul de Metileno en distintas condiciones: control, Fsk 48 h y 72 h (FSK), Fsk + hemina
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(FSK+HEM) a 48 hy 72 h, hemina (HEM) 48 h y 72 h. B) Cuantificacién del largo de las prolongaciones.
Los resultados se muestran como media * S.E.M. Las diferencias significativas se establecieron en

p<0,05 siendo **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, + p<0,01, @ p<0,0001

3.2. EFECTOS MOLECULARES DE LA MODULACION DE HO-1 EN LA TRANSDIFERENCIACION
PROMOVIDA POR EL TRATAMIENTO CON FSK

Como se describid en la seccién anterior, la inducciéon de HO-1 mediante el tratamiento con
hemina en células de PCa sometidas a un protocolo de transdiferenciacion con Fsk,
promueve la reversion del fenotipo NE a nivel morfoldgico (Figuras 29-30). A continuacién,
se evalud por RT-gPCR la expresion de HMOX1 y de marcadores NE. Los resultados muestran
que, tanto en células C4-2B como PC3, la expresion de HMOX1 disminuyd significativamente
como consecuencia del tratamiento con Fsk. El agregado de hemina (80 uM, 48 hy 72 h) sola
o en presencia de Fsk indujo significativamente los niveles transcriptomicos de HMOX1

(Figuras 31-32).
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Figura 31. Evaluacion del efecto del tratamiento con hemina sobre marcadores de
transdiferenciacion NE en la linea celular sensible a andrégenos C4-2B. A) Los niveles de expresion
de ASCL1, KLK3, BCL-2, TP53 y HMOX1 se evaluaron mediante RT-qPCR en células C4-2B tratadas con
Fsk 10 uM, hemina 80 uM y la combinacion de ambas drogas durante 48 h y 72 h. Se utilizé PPIA
como gen de referencia. Cada condicidn esta relativizada al control. B) Evaluacidon de la expresién de
Sinaptofisina (SYP) mediante Western Blot en células C4-2B sometidas a distintos tratamientos. Se

evaluaron los niveles de GAPDH como control de carga. La cuantificaciéon se realizé mediante un
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analisis de densitometria utilizando el software Fili. Los resultados se muestran como media + S.E.M.
Las diferencias significativas se establecieron en p<0,05 siendo **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001;

#p <0,0001; @p<0,001.

A su vez, se determind la expresién de ASCL1, KLK3, BCL-2 y TP53 en la linea celular C4-2B. Se
observéd que la expresién de ASCL1I aumentd con el tratamiento con Fsk 72 h. Dicho
incremento no se detectd cuando se trataron las células con ambas drogas (Figura 31A). La
expresion de KLK3, marcador de la via androgénica, disminuyd como consecuencia del
tratamiento con Fsk, hemina y con la combinacién de ambas drogas (Figura 31A). La
expresion de BCL-2, un factor antiapoptético que normalmente se encuentra
sobreexpresado en células NEPC, fue mayor en las células tratadas con Fsk en comparacién
con el control (Figura 31A). El tratamiento con ambas drogas no revirtio el efecto observado
con Fsk sola (Figura 31A). La expresidon de TP53 disminuyd significativamente con todos los
tratamientos a excepcion de la combinacion de hemina y Fsk 72 h, en la cual se obtuvo un
aumento de casi el doble. En paralelo, también se determind la expresién proteica de
Sinaptofisina (SYP) mediante Western blot, observando un aumento asociado al tratamiento
con Fsk (Figura 31B). Interesantemente, la combinacidn de Fsk y hemina 48 h disminuyé la

expresion de dicho marcador NE (Figura 31B).

En cuanto a la linea celular PC3, los resultados muestran que la Fsk indujo un aumento de la
expresion de NSE, la enolasa especifica de neurona, a las 72 h de tratamiento, efecto que se
revirtié al agregar hemina (Figura 32). Al evaluar la expresion de BCL-2, se observé que la
combinacién de Fsk y hemina (72 h) disminuyd la expresién de este marcador a pesar de que
el efecto de las drogas por separado fue el opuesto (Figura 32). Los niveles de expresion de
NCAM1, marcador de adhesién neuronal, se modularon de manera similar a los de NSE, ya
gue se observd un aumento en su expresion como consecuencia del tratamiento con Fsk 72
h o hemina 72 h (Figura 32). A su vez, los niveles de expresion de NCAM1 disminuyeron con
la combinacidon de ambas drogas en ambos tiempos de tratamiento (Figura 32). Por ultimo,
al determinar mediante Western blot la expresion de CHGA, se observd un aumento
dependiente del tiempo del tratamiento con Fsk (Figura 32B). Si bien contamos con una sola
réplica del Western Blot, pareceria ser que el agregado de hemina al tratamiento con Fsk no

promueve la disminucién de la expresion de CHGA (Figura 32B).
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Figura 32. Evaluaciéon del

efecto del

tratamiento con Hemina sobre marcadores de

transdiferenciacion en células de la linea PC3, insensible a andrégenos. A) Los niveles de expresion

génica de NSE, BCL-2, NCAM1, EZH2 y HMOX1 se evaluaron mediante RT-qPCR en células tratadas con

Fsk 10 uM, Hemina 80 uM y la combinacién de ambas drogas durante 48 h y 72 h. Se utiliz6 GAPDH

como gen de referencia y a su vez cada condicion esta relativizada al control. B) Western blot de

CHGA vy B-actina (control de carga) partiendo de lisados celulares de PC3 control y tratadas. La

cuantificacion se realizd mediante un analisis de densitometria utilizando el software Fili. Los

resultados se muestran como media * S.E.M. Las diferencias significativas se establecieron en p<0,05
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siendo **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001; #p <0,0001.

En conjunto, estos resultados demuestran que la induccién de HO-1 mediante el tratamiento
con hemina modula de manera significativa la transdiferenciacion NE inducida por Fsk en
lineas celulares de PCa. La sobreexpresion de HMOX1 se asocidé con la reversidn parcial del
fenotipo NE, evidenciada tanto por la recuperacion de caracteristicas morfoldgicas epiteliales
como por la disminucion de marcadores moleculares asociados a la diferenciacion
neuroenddcrina. Estos hallazgos sugieren que HO-1 podria desempefiar un papel regulador
en la plasticidad celular del PCa, actuando como un posible modulador negativo del
programa de transdiferenciacion NE y abriendo nuevas perspectivas sobre su relevancia

funcional en la progresién hacia NEPC.
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Los resultados presentados en esta tesis demuestran por primera vez que HO-1 y sus
interactores nucleares desempefian un rol activo en la regulacién de la plasticidad tumoral
del PCa. A través de un abordaje integral que combind analisis protedmicos,
transcriptémicos, modelos pre-clinicos, datos de pacientes y ensayos de transdiferenciacion,
se identificé un conjunto de interactores nucleares de HO-1 —entre ellos BCLAF1, SAFB, ILF3
y DDX17— capaces de modular la expresién génica y asociarse a fenotipos clinicos agresivos
como el NEPC. Asimismo, se demostré que la induccién de HO-1 mediante el tratamiento
con hemina revierte parcialmente la transdiferenciacion NE in vitro, evidenciando que actua
como un regulador negativo del programa neuroenddcrino y de la plasticidad tumoral. En
conjunto, estos hallazgos aportan una vision innovadora y multidimensional del papel de
HO-1, posicionandola no sélo como un sensor de estrés celular, sino como un modulador

nuclear con impacto directo en la progresidn, heterogeneidad y diferenciacion del PCa.

El interactoma nuclear de HO-1 identificado en este trabajo constituye el primer mapa
experimental que describe sus asociaciones nucleares en células de PCa. Las proteinas
nucleares detectadas, muchas de ellas implicadas en la organizacién de la cromatina, el
procesamiento de ARN y la regulacidén transcripcional, revelan un espectro funcional que
trasciende las funciones clasicas de HO-1 en el citoplasma. Este conjunto de interacciones,
validado mediante co-inmunoprecipitacion y andlisis bioinformaticos, muestra que HO-1
puede integrarse en complejos transcripcionales que controlan la expresion de genes
vinculados a diferenciacion, apoptosis y remodelacién estructural, sugiriendo un rol de
co-regulador nuclear. Esta observacion, junto con el hallazgo de que la expresidn coordinada
de HMOX1 y sus interactores permite distinguir tumores NEPC en modelos de PDX y en
cohortes de pacientes, redefine el papel de HO-1 dentro del panorama molecular del PCa

avanzado.

En este contexto, los resultados de esta tesis se alinean con una evidencia creciente que
atribuye a HO-1 funciones no candnicas relacionadas con la regulacion génica, la respuesta al
dafio en el ADN vy la reprogramacion epigenética (143,144). Diversos autores han
demostrado que la translocacion nuclear de HO-1 puede modificar la expresion de genes de
adhesidn, proliferacion y respuesta inflamatoria (65,88). Sin embargo, hasta el momento no

se habia documentado un vinculo entre esta localizacion nuclear y la plasticidad de linaje en
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PCa. Estos hallazgos son relevantes en el contexto actual de la literatura, que reconoce a
HO-1 como una enzima de comportamiento dual en cancer, capaz de ejercer funciones
protectoras o pro-tumorales segun el contexto celular, la magnitud del estrés oxidativo y su

localizacién subcelular (56,143).

En los ultimos afios se ha consolidado la idea de que HO-1 cumple un papel esencial en la
respuesta adaptativa frente al estrés oxidativo e inflamatorio. Su inducciéon por hemina,
hipoxia o citoquinas activa un programa citoprotector que involucra la degradacién del grupo
hemo y la generacién de BV, BR, CO y Fe* (54). Estos productos poseen propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes y anti-apoptéticas, capaces de modular vias centrales como

Nrf2/ARE, NF-kB, MAPK/ERK, PI3K/Akt y STAT3 (56,82).

Los resultados de esta tesis confirman y amplian ese conocimiento al demostrar que la
induccion farmacolégica de HO-1 en células de PCa (PC3 y C4-2B) no solo regula la respuesta
oxidativa, sino que también modula la morfologia, la adhesidn y la expresion de
marcadores de diferenciacion. Esta evidencia es consistente con observaciones previas de
nuestro grupo que mostraron que la sobreexpresion de HMOX1 reduce la proliferacion,
migracion e invasién tumoral (66,67), y que su induccidn estd asociada con una disminucién

de VEGFA, VEGFC, HIF1A e ITGA5, acompafiada de una menor vascularizacién tumoral (82).

El trabajo reciente de Ben-Eltriki y colaboradores plantea que la dualidad funcional de HO-1
depende de la magnitud del estrés oxidativo: ante un aumento masivo de ROS, HO-1 asume
un rol protector y anti-tumoral, mientras que incrementos moderados pueden favorecer la
supervivencia tumoral (56). En este contexto, los resultados obtenidos se alinean con la
primera situacion, dado que la induccién de HO-1 en las condiciones experimentales
empleadas condujo a un fenotipo menos agresivo y a una reversion parcial de la
transdiferenciacion NE. Esto sugiere que, en PCa, la funcion de HO-1 podria depender de un
umbral de expresion y de la localizacién subcelular, donde su actividad nuclear represiva

predomina sobre los efectos pro-supervivencia descritos en otros modelos.

Uno de los aportes mas significativos de esta tesis es la caracterizacion del interactoma

nuclear de HO-1 mediante aproximaciones protedmicas y bioinformaticas. Los resultados

103


https://www.zotero.org/google-docs/?I00fZs
https://www.zotero.org/google-docs/?I00fZs
https://www.zotero.org/google-docs/?asz0rN
https://www.zotero.org/google-docs/?asz0rN
https://www.zotero.org/google-docs/?PEp4eT
https://www.zotero.org/google-docs/?PEp4eT
https://www.zotero.org/google-docs/?bhx8dC
https://www.zotero.org/google-docs/?bhx8dC
https://www.zotero.org/google-docs/?ozmDJy
https://www.zotero.org/google-docs/?ozmDJy
https://www.zotero.org/google-docs/?Uk0J0L
https://www.zotero.org/google-docs/?Uk0J0L

revelaron la interaccion de HO-1 con proteinas involucradas en la regulacion transcripcional,
la estructura de la cromatina y el procesamiento de ARN, entre ellas BCLAF1, SAFB, ILF3 y
DDX17. Este hallazgo constituye una evidencia sélida de que HO-1 participa directamente en
la modulacion de la expresidn génica, posiblemente actuando como co-regulador o

modulador epigenético.

La presencia nuclear de HO-1 ha sido documentada previamente en distintos tipos de cancer,
incluyendo prdéstata, melanoma y hepatocarcinoma (65,144). En PCa, Sacca et al. fueron los
primeros en demostrar que HO-1 se localiza en el nucleo de células tumorales humanas,
donde se asocia con un fenotipo menos proliferativo (66). Posteriormente, Ferrando et al.
(82) y Gueron et al. (67) demostraron que la sobreexpresion de HO-1 modula genes de
adhesién celular y remodelacién del citoesqueleto, alterando la morfologia tumoral. Los
resultados obtenidos en este trabajo confirman y amplian dichas observaciones, aportando
un mapa interactémico detallado que vincula a HO-1 con reguladores transcripcionales y del
metabolismo del ARN, sugiriendo un rol integrador entre el estrés oxidativo y la regulacién

de la expresion génica.

En particular, la interaccién de HO-1 con BCLAF1 y SAFB resulta de gran interés, ya que
ambos factores actian como co-reguladores de la transcripcion y participan en la respuesta
al dafio en el ADN y en la represion de genes asociados a proliferacion (114,115). Nuestros
analisis en bases de datos de PDXs y cohortes de pacientes (35) mostraron que la
combinacion de baja expresion de HMOX1 y alta expresion de sus interactores nucleares se
asocia con el fenotipo NEPC, lo cual sugiere que el equilibrio funcional entre HO-1 y estos

co-factores puede definir la transicion entre estados luminales y neuroenddécrinos.

Estos resultados permiten proponer que HO-1 actia como un “buffer” transcripcional,
interfiriendo con complejos de coactivadores asociados a la reprogramacién NE y
estabilizando un programa génico mas diferenciado y epitelial. Este rol no habia sido

descripto previamente y constituye uno de los aportes mas originales de esta tesis.

Un aspecto central de este  trabajo fue la  validacion del eje

HMOX1-BCLAF1-SAFB—-ILF3—DDX17 en modelos de PDX del MD Anderson Cancer Center, asi
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como en la cohorte transcriptomica de Beltran et al. (35).Este andlisis permitié establecer un
puente directo entre los hallazgos moleculares obtenidos en modelos in vitro y su expresion
en tumores humanos, demostrando la relevancia clinica y biolégica del interactoma nuclear

de HO-1.

Los modelos de PDX constituyen una herramienta fundamental para el estudio del PCa
avanzado, ya que preservan la arquitectura tumoral, la heterogeneidad intratumoral y las
caracteristicas genémicas y epigenéticas del tumor original (145,146). A diferencia de las
lineas celulares establecidas, los PDX permiten analizar la dinamica de la evolucidn clonal, la
respuesta a terapias y la emergencia de subtipos histolégicos, como el CRPC y el NEPC. En
este contexto, el uso de los PDXs brindd la posibilidad de evaluar la expresion de HMOX1 y

sus interactores en un sistema que reproduce fielmente la complejidad tumoral humana.

Los resultados mostraron que el grupo conformado por HMOX1, BCLAF1, SAFB, ILF3 y
DDX17 permitié estratificar los PDXs NEPC en un cluster independiente, tanto en el analisis
de 799 genes target derivados de ChlP-Atlas como en el modelo reducido de 5 genes. Este
hallazgo es notable por dos razones. En primer lugar, demuestra que un conjunto de genes
regulados por HO-1 es suficiente para discriminar tumores con caracteristicas NE sin
necesidad de incluir marcadores clasicos como CHGA o SYP. En segundo lugar, sugiere que el
estado funcional de HO-1 —reflejado por su expresion y la de sus interactores— constituye

un eje transcriptomico distintivo del fenotipo NE.

El hecho de que los PDXs NEPC se agruparan de manera consistente con baja expresion de
HMOX1 y alta expresion de BCLAF1, SAFB e ILF3 sugiere un efecto represor de HO-1 sobre
la reprogramacion NE. Esto concuerda con nuestros datos in vitro, donde la induccion de
HO-1 mediante el uso de hemina revirtid parcialmente el fenotipo NE. En conjunto, los
analisis de PDXs y de pacientes sostienen que la pérdida de HO-1 podria facilitar la
transicion transcripcional hacia NEPC, mientras que su induccién restablece un programa

génico epitelial.

Los resultados obtenidos en los PDXs longitudinales MDA PCa 146-10 y 146-12 aportan

ademas evidencia directa de la plasticidad intratumoral y de la relevancia del eje HO-1 en
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ese proceso. Ambos PDXs derivan del mismo tumor primario, pero representan regiones
histolégicamente distintas: una con patrén adenocarcinoma (146-12) y otra con fenotipo NE
(146-10). La comparacién de sus perfiles transcriptémicos mostré que la regién NE exhibe
reduccidon significativa de HMOX1 y aumento de BCLAF1, SAFB e ILF3, reforzando la
hipdtesis de que la pérdida de HO-1 se asocia a la desdiferenciacion y al surgimiento del

fenotipo NE.

En paralelo, el analisis del dataset de Beltran et al. confirmé estos resultados en muestras
clinicas humanas (35). Tanto en el conjunto extendido (799 genes) como en el modelo
reducido (5 genes), los tumores CRPC-NE se agruparon con baja expresion de HMOX1 y
sobre-expresion de sus interactores nucleares, validando el patrén identificado en PDXs.
Ademds, los resultados obtenidos durante este trabajo mostraron una asociacidn
significativa entre la baja expresion de HMOX1 y |la sobre-expresion de BCLAF1, SAFB e ILF3

en muestras NEPC frente a adenocarcinomas.

En conjunto, estos hallazgos indican que el eje HMOX1-BCLAF1-SAFB—ILF3—DDX17 no solo
define un circuito molecular relevante en células tumorales, sino que también posee
potencial clasificatorio y prondstico en pacientes. La coherencia entre los datos de
protedmica, bioinformatica y cohortes clinicas sugiere que HO-1 ejerce un control
transcripcional jerarquico que regula factores asociados a la plasticidad y la diferenciacién

celular.

Desde una perspectiva traslacional, emplear PDXs no sélo permitié validar la relevancia de
HMOX1-BCLAF1-SAFB—ILF3—-DDX17 en la biologia del PCa, sino también posicionar este eje
como biomarcador de transicion hacia NEPC. La identificacion de patrones transcriptémicos
reproducibles entre PDXs y pacientes ofrece una base sélida para el desarrollo de paneles

diagndsticos o prondsticos basados en la expresién de HMOX1 y sus interactores.

En sintesis, los resultados derivados del andlisis de PDXs aportan una validacién in vivo y
clinica fundamental, consolidando la hipdtesis de que HO-1 acttiia como un modulador de la
plasticidad tumoral en el PCa, cuya pérdida favorece la emergencia de fenotipos NE y cuya

inducciéon podria representar una estrategia terapéutica para revertir o prevenir esta
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transicion.

Ademads, la integracidn con andlisis de transcriptémica espacial demuestra que los patrones
de expresion de HMOX1 y de sus interactores varian segun la topografia tumoral. En
regiones NEPC, la expresion de BCLAF1, SAFB e ILF3 es mayor, mientras que la de HMOX1
tiende a disminuir, lo cual sugiere la existencia de microdominios funcionales dentro del

tumor donde la actividad de HO-1 podria modular selectivamente la reprogramacion celular.

La segunda parte de esta tesis abordd el impacto de la induccién de HO-1 sobre la
transdiferenciacion NE, un proceso de gran relevancia clinica en la progresién del PCa hacia
formas mas agresivas. Se observd que el tratamiento con Fsk, un activador de la via del
AMPc, promovié una morfologia celular alargada, compatible con la diferenciacién NE, junto
con la sobreexpresién de marcadores como ASCL1, NSE, CHGA y SYP. La co-induccién con
hemina revirtié parcialmente estos cambios, disminuyendo los niveles de dichos marcadores

y restableciendo caracteristicas epiteliales.

Estos resultados son consistentes con la literatura que vincula la activacion de CREB, STAT3 y
PI3K/Akt con la reprogramaciéon NE (35,147). La observacion de que HO-1 modula este
proceso sugiere que su induccién interfiere con la cascada CREB/STAT3, posiblemente a
través de su interaccidon con co-factores nucleares o mediante regulacion indirecta de la
sefializacion de AR (67). De hecho, estudios previos de nuestro grupo demostraron que HO-1
puede secuestrar a STAT3 en el citoplasma e inhibir la transcripcion de genes diana como el
AR (82). En este marco, la presente tesis aporta evidencia funcional de que la induccién de
HO-1 también puede revertir la pérdida de diferenciacion luminal y la activaciéon de

programas NE, lo que posiciona a HO-1 como un modulador clave de la plasticidad tumoral.

Ben-Eltriki et al. (56) revisaron mas de 70 estudios experimentales y concluyeron que el rol
de HO-1 en PCa depende criticamente de su localizacién: mientras la forma citoplasmica
promueve la supervivencia tumoral, la nuclear esta asociada con control del crecimiento y
diferenciacion. Nuestros datos apoyan esta hipdtesis y proponen que la translocacidn
nuclear de HO-1 inducida por hemina representa un mecanismo activo de regulacién de la

expresion génica que limita la adquisicion de un fenotipo NE.
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La evidencia presentada sugiere que HO-1 no solo actla como una enzima antioxidante, sino
que funciona como un sensor y modulador de plasticidad celular, integrando sefiales de
estrés redox, inflamacién y diferenciacidn. Este concepto se alinea con el modelo de “cellular
adaptation” propuesto por Nitti et al. (143), segun el cual la induccién sostenida de HO-1

promueve un estado de equilibrio adaptativo que previene la transformacién maligna.

En el caso del PCa, la induccién de HO-1 podria favorecer la estabilidad epitelial,
contrarrestando los efectos del microambiente inflamatorio y la presidn terapéutica que
inducen plasticidad y transdiferenciaciéon. Nuestros resultados respaldan esta vision,
demostrando que la induccion de HO-1 no solo reduce la expresidon de marcadores NE, sino
gue también modifica la morfologia celular y el patrén de adhesidn, sugiriendo un retorno a

un fenotipo menos invasivo.

A nivel molecular, esto podria explicarse por la interaccion de HO-1 con complejos
transcripcionales que regulan genes de citoesqueleto y adhesion celular (como E-cadherina,
B-catenina y ANXA2), tal como describieron Ferrando et al. (82) y Anselmino et al. El modelo
propuesto por esta tesis plantea que la localizacién nuclear de HO-1 se asocia con la
represion de la transdiferenciacidon asociada a NEPC y activa vias epiteliales mediadas por

E-cadherina (148), contribuyendo asi a la plasticidad reversible del tumor.

Desde una perspectiva traslacional, estos hallazgos poseen implicancias significativas. La
transicion hacia un fenotipo NE constituye uno de los principales mecanismos de resistencia
a las terapias anti-androgénicas de nueva generacién (149). La posibilidad de intervenir
farmacolégicamente este proceso mediante la induccién de HO-1 abre una via terapéutica
alternativa y complementaria. Compuestos como la hemina, curcumina, atorvastatina o
acido corosélico se han descrito como inductores de HO-1 en modelos de PCa (56). En este
trabajo, la induccién por hemina demostré efectos consistentes con un freno a la
transdiferenciacion NE, lo cual refuerza la hipdtesis de que la activacién controlada de HO-1
podria restaurar la diferenciacion luminal y limitar la progresion hacia NEPC. Asi, la
validacién de HMOX1 y sus interactores nucleares (BCLAF1, SAFB, ILF3) como posibles
biomarcadores de plasticidad y progresion podria tener relevancia clinica, permitiendo

estratificar pacientes con alto riesgo de conversion NE y ajustar terapias combinadas.
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No obstante, dada la naturaleza dual de HO-1, su utilizacidn terapéutica requiere precaucion.
La literatura sefala que la sobreexpresidn sostenida o desregulada de HO-1 puede conferir
ventajas de supervivencia a las células tumorales bajo hipoxia o estrés (49,59). En
consecuencia, seria deseable considerar estrategias de induccion transitoria o dirigida a la

fraccidon nuclear, evitando sus efectos pro-angiogénicos o anti-apoptéticos citoplasmaticos.

En conjunto, los resultados de esta tesis aportan una vision renovada del rol de HO-1 en el
PCa, que trasciende su funcidn enzimatica clasica para posicionarla como un regulador
nuclear de plasticidad y diferenciacion. Se demuestra que HO-1 interactla con co-factores
transcripcionales nucleares, modula programas génicos asociados a la identidad celular y
limita la transicion hacia un fenotipo NE. Estos hallazgos integran y expanden la evidencia
previa que atribuye a HO-1 funciones duales en el cancer, proponiendo un modelo donde la
localizacién nuclear de HO-1 ejerce efectos anti-tumorales y modula la plasticidad celular,

mientras que su expresion citoplasmatica podria favorecer la adaptacién tumoral.

La inducciéon farmacoldgica de HO-1, en condiciones controladas, emerge asi como una
estrategia potencial para restaurar la diferenciacion epitelial y limitar la progresiéon a NEPC.
Este trabajo sienta las bases para futuras investigaciones destinadas a explotar
terapéuticamente las funciones nucleares de HO-1, con el objetivo de desarrollar
intervenciones innovadoras en un subtipo de PCa de mal pronédstico y actualmente sin

opciones terapéuticas eficaces.
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