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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Resumen

En este estudio, examinamos la funcién del complejo multiproteico altamente conservado
conocido como la maquinaria del exosoma de RNA, que descompone, procesa y supervisa
distintos tipos de RNA dentro de las células, en relacién con el cancer de prostata. Se
investigd la maquinaria del exosoma de RNA en la fisiopatologia del cancer de prostata, con
un enfoque en la expresion del gen DIS3 (una de las principales herramientas que utiliza la
magquinaria del RNA-exosoma para degradar RNA) en diversas lineas celulares de cancer de
prostata. Para ello, se cultivaron multiples lineas celulares bajo condiciones estandarizadas y
se extrajo RNA total utilizando el reactivo TRIzol. Posteriormente, las muestras de RNA
fueron tratadas con ADNasa para eliminar cualquier contaminacion de ADN gendmico,
asegurando una cuantificaciéon precisa en los analisis posteriores. Tras este tratamiento, se

llevd a cabo la sintesis de ADN complementario (ADNc) mediante retrotranscripcion

utilizando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis.

Los niveles de expresion de DIS3 se evaluaron mediante PCR cuantitativa (QPCR) utilizando
mezcla maestra SYBR Green. Se emplearon cebadores especificos para nuestro candidato
con el fin de amplificar la secuencia objetivo, mientras que genes de referencia
(housekeeping) sirvieron como controles internos para la normalizacién. Los datos de gPCR
fueron analizados para comparar la expresion génica relativa en distintas lineas celulares de
cancer de prostata. Los resultados preliminares sugieren que el gen seleccionado presenta
una expresion diferencial, posiblemente correlacionada con etapas o niveles de agresividad
especificos del cancer de préstata. Esta observacion resalta la relevancia del complejo del
exosoma de RNA en la biologia del cancer y sugiere que DIS3 podria tener un papel como

biomarcador o diana terapéutica.

En conjunto, la metodologia utilizada —desde la extraccion de RNA basada en TRIzol y el
tratamiento con ADNasa, hasta la cuantificacion mediante gPCR— proporciona un enfoque

soélido para el analisis de la expresion génica en modelos de cancer de prostata.

Palabras clave



Exosoma de ARN, DIS3, cancer de prostata, TRIzol, gPCR, expresion génica,

Biomarcadores del cancer de préstata

2. INTRODUCCION

Hipotesis

El cancer de prostata es la patologia tumoral mas frecuente en hombres en paises
desarrollados. Se trata de un tipo de cancer que se desarrolla en la glandula prostatica y se
produce cuando algunas de sus células comienzan a crecer descontroladamente. Este
cancer suele crecer lentamente, aunque en algunos casos puede ser mas agresivo. El
sistema de clasificacién de Gleason es la herramienta utilizada para evaluar la agresividad
del cancer de prostata. Se basa en el examen microscépico de células cancerosas obtenidas
mediante una biopsia de préstata. El objetivo principal del sistema de clasificacién de
Gleason es determinar la diferencia entre las células cancerosas y las células prostaticas
normales y predecir el comportamiento del cancer, como su tasa de crecimiento y su mayor o
menor probabilidad de diseminarse a otras partes del cuerpo.

El cancer de préstata se estadifica segun su extension y agresividad, lo cual es esencial para
determinar el prondstico y elegir el tratamiento adecuado. La estadificaciéon se realiza
mediante el sistema TNM (Tumor, Ganglios linfaticos, Metastasis), junto con la puntuacion de
Gleason para evaluar la agresividad tumoral y el nivel de PSA (antigeno prostatico
especifico), que también influye en el diagndstico. (1)
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Gleason Score

El porqué de esta investigacion

En este contexto, el estudio del ARN-Exosoma ha ganado atencion en la investigacion
oncolodgica, que corresponde al conjunto de estudios y trabajos cientificos encaminados a
comprender, prevenir, diagnosticar y tratar el cancer.

En los ultimos afos, las maquinarias celulares involucradas en el procesamiento de ARN
mensajero, han cobrado un interés especial debido a su papel clave en la regulacion de la
expresion génica y a su potencial aplicacion en la biotecnologia y medicina. Este interés se
ha intensificado con el auge de las terapias basadas en ARNm, como las vacunas de ARNm
contra COVID-19, que han demostrado la capacidad de modulacion de proteinas con fines
terapéuticos.

Entre las maquinarias mas estudiadas en este contexto se encuentra el ARN-Exosoma, un
complejo multiproteico, cuya funcién principal es la degradacion, modificacién y
procesamiento de diversos tipos de ARN, incluidos ARNm, ARNr y ARN no codificantes.
Juega un papel esencial en el control de la estabilidad y calidad de los ARN, lo que lo
convierte en un regulador fundamental de la expresion génica.



Ademas, los datos de incidencia de cancer en Espafia obtenidos por la Asociacion Espafiola
Contra el Cancer (AECC) y ANCAP en el ano 2020 registraron 33.341 casos de cancer de
préstata y 6.112 fallecidos por esta causa, situandose como el primer tumor mas frecuente
en hombres.

En Espafa, fallecen aproximadamente 6.000 varones cada afio a consecuencia de este
tumor, lo que supone un 2,8% del total de las defunciones registradas en la poblacion
masculina. (2,2)

Investigaciones cientificas previas

El Dr. Mario Alvarez-Maestro, vocal de Actividades Cientificas de la AEU asegura que la
deteccién temprana del cancer de prostata permite reducir la mortalidad y mejorar la calidad
de vida de las personas que lo padecen. Un factor que revolucioné su diagndstico y favorecié
su localizacion fue la aparicion del antigeno especifico de prostata (PSA) en la década de los
70. Lo cual ha permitido reducir hasta un 21% las muertes causadas por este tumor.

El PSA es una proteina producida por células normales y malignas de la glandula prostatica.
El analisis del PSA (antigeno prostatico especifico) mide el nivel de concentracion de esta
proteina en la sangre, siendo generalmente elevada en los pacientes que sufren cancer de
préstata. (3)

Aunque, hay que tener en cuenta que el PSA tiene una baja especificidad, lo que significa
que niveles elevados no siempre indican cancer de préstata. Puede aumentar por
condiciones benignas como la hiperplasia prostatica benigna (HPB) o la prostatitis, causando
falsos positivos y biopsias innecesarias. También hay falsos negativos, ya que algunos
canceres agresivos no elevan el PSA.

Ademas, el PSA no distingue entre tumores indolentes y agresivos, lo que puede llevar a
sobrediagnéstico y sobretratamiento. Para mejorar su precision, se usan otros marcadores
como PSA libre/total, PCA3 o resonancia magnética multiparamétrica (RMmp).

Antes, la mayoria de los médicos consideraban que obtener un nivel menor o igual a 4,0
ng/ml era lo adecuado. (4)

La Unidad de Investigacion en Terapia Molecular del Cancer (UITM)-Caixa Research del
VHIO, se dedica a la realizacion de ensayos clinicos complejos con farmacos en desarrollo
temprano (ensayos de fase | y fase Il temprana), centrados en dianas novedosas. Al
promover una estrecha conexién entre la atencién oncoldgica y la investigacion, establece
nuevos modelos terapéuticos para los pacientes con farmacos muy selectivos y el avance en
el conocimiento de los tipos de tumores y en la forma de tratarlos de manera individualizada,
consiguiendo el tratamiento adecuado para el paciente correcto en el momento preciso. En
2023, esta unidad participd en 249 ensayos clinicos de fase | con reclutamiento activo, 25 de
los cuales son ensayos Basket o} cesta (5)

Qrmmpales caracterlstlcas deI cancer de prostata: QaQ el oncogenlco de PABPN1” o
Este estudio, fue realizado por un equipo de investigadores que incluye a Daniella L.

Cummings, Leonard A. Foster, David J. Schriemer, entre otros colaboradores. El trabajo fue
publicado en el Journal of Cancer Research y es parte de un esfuerzo continuo para
comprender el papel de los complejos de procesamiento de ARN, como el exosoma, en la
biologia del cancer. Se encargaron de estudiar sobre la disfuncion del exosoma de ARN en el
cancer de préstata, centrandose en la sobreexpresiéon del gen PABPN1. Se encontré que
este gen esta significativamente aumentado en células tumorales y esta relacionado con un
peor pronostico.

Hallazgos clave: PABPN1 regula la actividad del exosoma de ARN, afectando la estabilidad
de ARNm y IncRNA implicados en la progresion tumoral; su sobreexpresiéon promueve la
proliferacién, migracién e invasién de células de cancer de préstata; silenciar PABPN1 en
modelos celulares reduce la agresividad del tumor, lo que sugiere que podria ser una diana
terapéutica para frenar el avance del cancer.


https://www.nature.com/articles/nrm.2015.15
https://ancap.es/cancer-de-prostata/?
https://www.aeu.es/contenido.aspx?ID=5023&Type=7
https://www.cancer.gov/espanol/tipos/prostata/hoja-informativa-psa
https://vhio.net/es/unidad-de-investigacion-de-terapia-molecular-del-cancer-uitm-caixaresearch/

En conclusién, este estudio destaco el papel del exosoma de ARN en la biologia del cancer y
abridé nuevas vias para terapias dirigidas. (6)

3. OBJETIVOS

- Analizar la expresion de marcadores de agresividad en cancer de préostata y
componentes reguladores del metabolismo del ARN en respuesta al tratamiento de
células de tumores cerebrales con inhibidores farmacolégicos

- Interpretar, discutir y representar los resultados del proyecto y las conclusiones mas
relevantes.

4. MARCO TEORICO

El proceso utilizado para determinar si el cancer se ha propagado dentro de la prostata o a
otras partes del cuerpo se denomina estadificacién. La informacién obtenida mediante la
estadificacion determina el estadio de la enfermedad. Conocer el estadio es importante para
planificar el tratamiento. Dicho esto, los estadios generales del cancer de préstata son:

- Estadio 1 (localizado temprano): T1 (tumor). El cdncer se limita a la préstata y no se
ha propagado. Generalmente, el cédncer es de bajo grado (puntuacién de Gleason < 6)
y puede no causar sintomas.

- Estadio 2 (localizado pero mas avanzado): T2. El cancer aun se limita a la
préstata, pero podria estar creciendo mas rapidamente. Podria ser mas agresivo
(Gleason 7) y mas palpable.

- Estadio 3 (localmente avanzado): T3. El cancer se ha propagado a los tejidos
prostaticos cercanos, como las vesiculas seminales o la pared pélvica. Los ganglios
linfaticos cercanos pueden estar involucrados.

- Estadio 4 “(metastasico)”: T4. El cancer se ha propagado a partes distantes del
cuerpo, como los huesos y los pulmones. Este estadio generalmente
conlleva un pronostico mas grave (7).
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Estadio 1 Estadio 2 Estadio3 Estadio 4

Figura 1: Estadificacion del cancer de prostata.
En el tratamiento del cancer de préstata (CaP), la prostatectomia (extirpacion quirdrgica de la
préstata) es considerada la primera linea de tratamiento, especialmente en casos de cancer
localizado. A menudo, se combina con radioterapia para aumentar las probabilidades de
éxito, especialmente si el cancer esta en etapas mas avanzadas o tiene un alto riesgo de
recurrencia. Si el cancer se disemina o recurre, el tratamiento se enfoca en la deprivacion
androgénica. Este enfoque busca reducir los niveles de andrégenos (hormonas masculinas
como la testosterona) que alimentan el crecimiento del tumor. La deprivacién androgénica se
puede lograr mediante castracion quirdrgica o mediante farmacos como los analogos de



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383523005554

GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas) o antagonistas de GnRH, que disminuyen la
produccion de testosterona. En cuanto al tratamiento farmacoldgico, existen inhibidores del
receptor de andrégenos como la enzalutamida y la abiraterona. Estos farmacos bloquean la
accion de la testosterona y otros andrégenos sobre las células cancerosas. La enzalutamida
inhibe la actividad del receptor de andrégenos, lo que impide que los andrégenos estimulen
el crecimiento del tumor. Por otro lado, la abiraterona bloquea la produccion de andrégenos
en varias partes del cuerpo, incluidos los testiculos y las glandulas suprarrenales,
contribuyendo a reducir los niveles de testosterona. (7)

Maquinaria ARN-Exosoma:

Este sistema es como una "trituradora de basura" para el ARN. Cuando la célula detecta que
un ARN no esta funcionando bien o no se necesita, el exosoma lo descompone y lo elimina.
En el cancer de prostata, los exosomas son

vesiculas extracelulares que transportan ARN
(como microARNs y ARN no codificantes) entre
las células, afectando la expresién génica y la

Y e So comunicacion celular. Los exosomas permiten
P\ @b que las células tumorales modulen su entorno

ke favoreciendo la progresion y metastasis del
i j cancer. También pueden influir en la resistencia
oty ‘ a tratamientos, como la resistencia a la
% o castracion. El ARN en los exosomas puede

_ _ _ DNA RNA PROTEIN
servir como biomarcador para monitorear el

cancer y es un objetivo terapéutico emergente, ya

que al inhibir su biogénesis o al manipular sus Repiication
microARNs se podrian ofrecer nuevas formas de
tratamiento. (8) _
Dogma central del ADN y el Gen DIS3: e ot
El dogma central de la biologia molecular
establece que la informacion genética contenida

en el ADN se transcribe a ARN mensajero
(ARNm), que luego se traduce para formar proteinas. Este proceso, que involucra la
transcripcion (de ADN a ARN) y la traduccion (de ARN a proteina), es fundamental para la
expresion génica en todos los organismos vivos. Sin embargo, ademas de estos procesos
basicos, existen mecanismos adicionales que regulan la estabilidad y el destino del ARN en
la célula, los cuales son cruciales para el control preciso de la expresién génica.

En este contexto, se hara énfasis en una maquinaria clave para la regulaciéon del ARN el
complejo ARN-exosoma. El exosoma es una maquinaria esencial para mantener la calidad
del ARN vy eliminar transcritos defectuosos o innecesarios, garantizando asi un entorno
celular saludable y controlado.

Dentro de este complejo, uno de los componentes mas importantes es DIS3, el cual es una
ribonucleasa que forma parte del exosoma y se encarga de la degradacion de ARN
defectuosos o redundantes.

Su funcion es crucial para el procesamiento de ARN vy la regulacién de la expresion génica.
DIS3 actua en la eliminacién de ARN no deseado, asegurando que solo el ARN funcional
permanezca en la célula. Este componente también esta involucrado en el mantenimiento de
la homeostasis del ARN y en la respuesta celular frente a ARN aberrante, lo que tiene
implicaciones importantes para la prevencion de enfermedades asociadas con la
acumulacion de ARN defectuoso, como algunos tipos de cancer y trastornos
neurodegenerativos. (9)

Transcription Translation
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https://www.clinisciences.com/es/leer/boletin-26/el-arnm-exosomal-como-posible-biomarcador-3535.html
https://www.mdpi.com/2218-273X/5/3/1515

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 VARIABLES DEL ESTUDIO

En este estudio se ha distinguido tres tipos de variables:
- VARIABLE INDEPENDIENTE:

- Lineas celulares de cancer de préstata: se observaran en estas las distintas expresiones

del gen del estudio: DIS3.

-> VARIABLE DEPENDIENTE:

- Niveles de expresion del gen DIS3: es el propio objeto de la investigacion. Los resultados
finales se obtienen gracias a la amplificacion y cuantificacion (ng/pl) mediante gPCR y seran
propias de cada linea celular estudiada.

-> VARIABLE DE CONTROL.:
- Genes de referencia o housekeeping genes: son aquellos que se expresan de forma
constante y que, por lo tanto, serviran para normalizar la qPCR y obtener resultados
coherentes en relacion con su expresion génica.
- Cantidad y calidad de ARN: gracias al trizol, las DNasas... se establecen unos valores
estandares.
- Condiciones de qPCR: se asegura que la temperatura, el tiempo y el nimero de ciclos en

todas las muestras sea igual para asegurar la fiabilidad de los resultados obtenidos.

5.2 MATERIALES EXPERIMENTALES E INSTRUMENTOS DE RECOGIDA DE
INFORMACION

- Pellet de células: es el sedimento compacto estancado en el fondo de tubo, tras la
centrifugacioén de las células de las distintas lineas celulares empleadas. Encontramos
lineas celulares cancerigenas:

-_DU-145: cuentan con una morfologia epitelial, las cuales son agresivas y cuentan
con una capacidad de metastasis moderada.

- 22Rv1: expresan el receptor androgénico (RA) y el antigeno prostatico especifico
(PSA), marcadores esenciales en la investigacion del cancer de prostata y su

abordaje terapéutico.



- VCaP: las células de esta linea son conocidas por expresar un alto nivel de antigeno
prostatico especifico (PSA) y receptor de andrégenos (RA), lo que las hace muy
relevantes para estudios sobre las vias de sefializacion del receptor de andrégenos y
los mecanismos de resistencia a la terapia antiandrogénica.
Estas seran comparadas con una linea celular sana:
-RWPE1: Estas células epiteliales, caracterizadas por sus propiedades de
crecimiento adherente y morfologia epitelial tipica, se utilizan en la investigacion de
cancer de prostata para ser comparada con las lineas tumorigénicas de dicho caso,
en este caso, las mencionadas anteriormente.
De estas 4 lineas celulares se tienen 3 réplicas biologicas distintas (“n1, n2 y n3”), 3 mismas
muestras cultivadas en diferentes botellas. Se colocaran en pocillos y ayudaran a la hora de
confirmar la coherencia de los resultados de la investigacion.
Los genes a cuantificar, objeto de estudio, son:
- GAPDH: es un gen que codifica la proteina “Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, teniendo un papel importante en la glucdlisis. En biologia
molecular y en esta investigacion sera reconocido como un gen de referencia o
control.
- ACTB (alias actina beta): es otro gen que, en este caso, codifica la actina beta, la
cual es una de las formas de la proteina actina del citosol de las células eucariotas.
Ambos conforman los llamados “genes housekeeping”.
- DIS3 (exonucleasa del complejo exosomal RRP44): sera el gen que codifica la
enzima ARNasa y puede ser parte del complejo exomal en el nucleo eucariotico.
- Trizol: es un reactivo completo que se basa en soluciones de fenol e isotiocianato de
guanidina disefiado para la extraccién de ADN, ARN y proteinas, a partir de determinadas
muestras bioldgicas.
- Cloroformo: es otro reactivo de laboratorio empleado como disolvente gracias a la relativa
ausencia de reactividad en contacto con compuestos organicos.
- Isopropanol: se trata de un disolvente organico polar. Al ser el ADN menos soluble en este
disolvente, ayudara a que este se precipite.

- Etanol (75%): se trata de un compuesto quimico organico que, al igual que el isopropanol,

contribuye a la precipitacion del ADN.

- H,0 libre de ARNasas: agua destilada utilizada para descartar la degradacion de ARN que

se estan manipulando en la investigacion.

- Kit de retrotranscripcién: contiene todos los componentes necesarios para que se lleve a
cabo la sintesis de ADNc (complementario), a partir del ARN. Cuenta con transcriptasa



inversa o retrotranscriptasa; buffer de retrotranscripcion; dNTPs; Oligo(dT) o primer random;
inhibidor de ribonucleasa y H,O libre de ARNasa.

- Primers (cebadores): son cortas secuencias de ADN utilizados para la amplificacion de un
gen, mediante la PCR.

- Fluoréforo SYBR de PCR: es el producto encargado de ocupar menos tiempo a la hora de
la preparacion de la reaccién de la PCR, asi como evitar contaminaciones durante el pipeteo.
- Micropipetas y puntas: instrumentos para transportar pequefos volumenes de liquido.
Segun dicho volumen, sera necesario el empleo de una u otra micropipeta, al igual que
decidir el tamafo de la punta correspondiente.

- Centrifuga refrigerada: equipo cuya funcion es lograr la sedimentacion de componentes
de una solucién homogénea, siempre manteniendo la temperatura refrigerada para mantener
dichos componentes en buen estado.

- Tubos de 1.5 mL: son los recipientes encargados de contener las muestras de los
solventes o compuestos a analizar.

- Placas de PCR: son las placas que se desecharan tras la realizacion de la PCR, que se
explicara mas adelante.

- Espectrofotémetro (Nanodrop): es el instrumento que permite cuantificar ARN, ADN y
proteinas con una microgota de muestra.

= Termobloques: instrumento empleado para calentar ciertas muestras sin la necesidad de
utilizar liquidos.

- _Termociclador de qPCR: aparato que servira para realizar los ciclos de temperaturas

pertinentes para la amplificacién de diversas hebras de ADN.

5.3 METODOLOGIA

- RECOGIDA DE MUESTRAS: Se ha podido llevar a cabo esta investigacién gracias a las
lineas inmortalizadas adquiridas de una casa comercial.

- EXTRACCION DE ARN MENSAJERO: es un proceso crucial para las técnicas de biologia
molecular para el analisis de la expresion génica, mediante el cual se aisla de forma intacta
el ARN.

Precipitaciéon con

Fase de separacion .
isopropanol

Materiales:
- Una caja grande con hielo
- Trizol Reagent
_ Etanol 75% Fase acuosa
- Puntas (azules, amarillas y blancas)
- Cloroformo
- Glicégeno
- PBS 1x
- Isopropanol
En relacion con los tubos eppendorf a preparar:
- X tubos eppendorf (free RNAse) para recoger en Trizol (numerados del 1-24).
- X tubos eppendorf (free RNAse) para recoger la fase acuosa y conservaciéon
(correctamente marcados: tipos de células, fecha y tratamiento).

Fase organica

Pellet de ARN
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Trizol Cloroformo Isopropanol

Placa de 12 0 14 600 pl 120 pl 300 ul

Placa de 6 1Tml 200 pl 500 pl

Para la preparacion del procedimiento:

- Trabajar en la campana de extraccion

- PBS en el hielo

- Contenedor para desechar Trizol adecuadamente.

- Sacar dos alicuotas antes del glicégeno y el Buffer de la DNAsa, en el hielo: (stock -20°C).
- Termobloque a 65°C y otro a 37°C.

A continuacion, el procedimiento detallado (optimizado a 600 pL de Trizol):

Recoleccién con Trizol:

- Colocar la placa con las células en hielo y retirar el medio con puntas azules y blancas

(2 ml).

- Lavar con PBS (1 ml) por un lateral para que no se levanten las células y sin tocar con la
misma punta. Después, agitar ligeramente.

- Retirar con doble punta.

- Echar 600 pL de Trizol en el centro de cada pocillo.

- En la pipeta, alcanzar los 770uL para asegurar haber cogido todo. Seguidamente, recoger y
soltar repetidas veces para levantar las células de cada pocillo (aspecto mucoso) y recoger
en el eppendorf rotulado desechable.

- Una vez recogido, anclar en el hielo y almacenar las muestras a -80°C.

Extraccion con Trizol:

- Incubar las muestras 5 min a RT. Si estan en stock -80 °C, descongelar completamente.

- Afadir 120 ul de cloroformo al tubo con Trizol. Sin tocar nada, utilizar la misma punta.

- Agitar y voltear 15 segundos con la mano los eppendorf hasta asegurar que se mezclan las
dos fases, si quedara blanco abajo, continuar mezclando.

- Sacar del hielo y dejar reposar a RT unos 2-3 min. No mezclar ni mover los tubos a partir de
este momento.

- Centrifugar a 4°C durante 15 min a 11400 rpm.

- Sacar dos alicuotas de glicégeno (stock-20 °C), descongelar y dar un spin.

- Preparar una segunda tanda de tubos (free RNAse) limpios afiadiendoles 1L de glicogeno
en el fondo.

- Recoger la fase acuosa superior (transparente, ARN) con mucho cuidado de no tocar la
blanca. Usar doble punta y recoger 100-200 pl varias veces. Verter al nuevo tubo con 1 ul de
glicogeno en el fondo.

- Anclar en hielo el tubo con el ARN.

- AAadir 300 ul de isopropanol a cada eppendorf al tubo con la fase acuosa y el glicégeno
(que precipita y concentra ARN)
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- Mezclar invirtiendo 20 segundos e incubar 10 min a RT

- Centrifugar 10 min a 4°C a 11400 rpm. Después, poner en hielo

- Eliminar sobrenadante con la pipeta 1000 al maximo (doble punta). No apurar demasiado.

- Lavar con 600 pl de etanol 75% (frio), e invertir hasta levantar el pellet

- Centrifugar 5 min a 4°C a 9000 rpm.

- Eliminar etanol y secar el pellet 3-4 min al aire y eliminar gotas en papel de filtro (no secar
tanto como para que el pellet se vuelva transparente).

- Resuspender 8ul de H.O DEPC (dietilpirocarbonato, bloquea RNasas) poniéndolo en hielo
si no se resuspende.

Aclaracion:

Asegurarse de que la muestra de ARN queda en el fondo del tubo, mientras que el resto de
reactivos en las paredes del eppendorf para poder usar la misma punta.En caso de que la
muestra sea muy grande, calentar durante 2 min a 60°C para resuspender mejor el pellet en
H.O DEPC, poner en hielo 2 min y dar un spin.

Tratamiento con DNAsa:

- Aidadir 8 ul de H.O DEPC al pellet para resuspenderlo (paso anterior)

- Adadir 1 ul de Buffer 10x para ADNasa (descongelar primero en mano y mantener en hielo
hasta su requerimiento).

- Anadir 1 ul de DNasa (stock-20°C). Colocar en el fondo y pipetear varias veces.

- Dar un spin a las muestras.

- Incubar a 37°C durante 30 min. Tras ello, dar un spin y colocar en hielo.

- Anadir 1yl de solucion STOP y dar spin.

- Incubar a 65 °C durante 10 minutos.

- Poner las muestras en hielo y dar spin.

Para finalizar este proceso de extraccion de ARN:
- Cuantificar 1ul en el Nanodrop (blanco H,O DEPC).
- Conservar en stock a -80°C.

- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y CALIDAD DEL ARN EXTRAIDO:
Crucial para asegurar que las muestras de ARN estén en las condiciones adecuadas para la
continuacién del proyecto.

22Rv1 Du145 VCaP RWPE 1
n1 338,9 819,5 217,2 162,7
n2 259,8 515,1 125,9 134,7
n3 1119,9 468,0 121,5 166,9

Tabla 1: proporciona la cantidad de ARN extraido en cada caso, expresado en ng/pl.

- RETROTRANSCRIPCION DE ARN MENSAJERO A ADN COPIA: sera el proceso que
tiene como finalidad hacer una copia de ADN (ADN copia) a partir de ARN mensajero.
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Precauciones:

- Poner en hielo las muestras, primers, agua, dNTPs y Buffer.

- Poner a calentar bloques a 65°C y 42 °C. Ademas, después, otro a 70°C.

- Preparar el mismo nimero de tubos que muestras mas uno extra para la MIX.

- Llevar a cabo las cuentas necesarias. Una RT normal necesita 500-2000 ng (6ptimo 1000)
de ARN. Ejemplo:

El volumen total es de 11ul(ARN+agua), si al hacer las cuentas aparece que se necesitan
mas de 11pl,echar los 11yl como maximo de ARN sin agua, pero se debe tener en cuenta
para la gPCR.

Materiales:
- MIX 8pl/muestra:
e 4yl Buffer
e 2ul dNTPs (10mM)
e 1yl Ribolock*' (para bloquear las ARNsas)
e 1yl RetroTranscriptasa*?
*T Afladir como si hubiera 1 muestra extra cada 5, por error de pipeteo.
*2 Estan a -20°C con glicerol (no congeladas para que no pierdan su estructura. Una vez
sacadas, colocarlas en la gradilla con hielo.

Procedimiento:

Se parten de muestras de ARN cuantificadas en el NanoDrop (ng/p)

- Anadir a los eppendorf rotulados el agua y el ARN (segun concentracién) correspondientes
(volumen final: 11 pl).

- Dar un spin en la centrifugadora fria a 4°C

- Anadir 1 pl de random primers (sobre un lateral del eppendorf)

- Spin e incubar 5 min a 65 °C (los primers se unen).

- Preparar, mientras tanto, la MIX y dejarla en hielo.

- Spin para recuperar lo evaporado.

- Afadir la MIX y resuspender con la pipeta.

- Dejar 5 min a RT.

- Poner 1 h a 42 °C (desarrollo de la retrotranscripcion)

- Poner 5 min a 70 °C (desnaturaliza las enzimas). Se obtiene ADN copia listo para usar o
congelar a -20 °C (short storage) y a -80 °C (large storage).

Aclaracion:
El ARN inestable se puede mantener en frio en stock a -80°C.

- AMPLIFICACION Y CUANTIFICACION MEDIANTE QPCR: La qPCR o PCR en tiempo
real es una variante se la PCR convencional, permitiéndonos amplificar y cuantificar
simultdneamente un fragmento de ADN y monitorizar el proceso en tiempo real.

- Amplificacion: se replica exponencialmente una secuencia especifica de ADN, la cual
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contiene el gen de interés. Se obtiene la curva de amplificacion.
- Cuantificacion: se mide la cantidad de ADN a lo largo de la curva de amplificacion.

Materiales:

Componente Volumen

Primer Fw 0.3 ul

Primer Rv 0.3 ul

Master MIX (SYBR) 5ul

H.O, (autoclavada) 3.4 ul

ADN copia 1 pl (¢ 50 ng/pl minimo cuantificado en

NanoDrop)

Procedimiento:

Mezcla gPCR/pocillo:

- Descongelar en hielo muestras, primers y curva. Las enzimas (SYBR, fluoréforo y
polimerasa estan en la Master Mix) se sacan justo al usarlas.

- Encender instrumento, ordenador, lampara del instrumento y termociclador gPCR. Abrir el
programa Mxpro. SYBR Green (with dissociation curve). La lampara tarda en encenderse,
asi que lo estara cuando se ponga en verde.

Preparar un mix (incluso para una muestra-se calcula minimo para dos, nunca para una) en
un tubo eppendorf para cada secuencia con los primers, dNTPs H,O y la Master Mix (contar
3 0 4 pocillos por el error). Realizar todo sobre hielo para mantener la temperatura.

- Anadir Master Mix.

- Anadir H,0O4 (autoclavada).

- Afadir los primers necesarios. Vortex a los primers antes de usarlos.

- Mezclar la mix con la pipeta y dar un vortex y spin al final.

- Coger placa de 96 pocillos cénicos. Adadir los 19 ul de la mezcla en todos los pocillos del
mismo gen con la misma punta (meter lo minimo posible). Hacer doble pipeteo a la hora de
coger el liquido. Evitar hablar durante el proceso para no favorecer la contaminacion.

- Vortex a la curva y a las muestras agitar los tubos con el dedo.

- Coger 1 pl de la muestra introduciendo la punta lo minimo posible. Al echar, presionar
rapido la pipeta y, sin soltar, comprobar si queda algo de volumen en la punta.

22Rv1 Du145 VCaP RWPE1
n1 n2 n3 n1 n2 n3 n1 n2 n3 n1 n2 n3

GAPDH |18,27 [18,54 (18,33 |17,92 |18,01 (18,17 |18,49 |18,21 (18,21 |17,51 (17,66 |18,03

ACTB |19,07|19,23]19,12 |18,80 |18,94 |18,76 |19,09 |18,98 |18,99 |18,32 |18,96 |17,09

DIS3 27,51 27,21127,88 (28,40 28,33 29,09 (26,54 |27,34 27,20 |22,34 (23,05 [22,14

Tabla 2: muestra los genes housekeeping (GAPDH y ACTB) y el gen de interés (DIS3).
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Las columnas representan las lineas celulares (22Rv1, Du145, VCaP y RWPE1), con sus respectivas réplicas
biologicas (n1, n2 y n3). Se observa cuanta cantidad de un gen especifico se presenta en las diferentes muestras,
obtenidas de la gPCR, en ng/pl.

5.4 PLANIFICACION DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion ha sido realizada en un total de cuatro sesiones presenciales en el
Instituto Maimonides de Investigaciéon Biomédica de Cdrdoba (IMIBIC), las cuales se
planificaron de la siguientes manera:

Sesion 1 (06/11/2024) (4 horas): Presentacion institucional del IMIBIC IMIBIC y visita
a las instalaciones del grupo GC27 “OncObesidad y Metabolismo”, del IMIBIC.

Presentacion de los objetivos del proyecto, resumen de las técnicas de laboratorio
(métodos) empleados, introduccion al metabolismo del ARN, su importancia en la
regulacién de la expresion génica y su implicacion en los procesos tumorales con
especial interés en cancer de prostata.

Sesion 2 (03/12/2024) (4 horas): Presentacion y descripcion enfocada a los

materiales y métodos empleados en la sesion. Extraccion de ARN de células modelo
de cancer de prostata, tratamiento con DNAsa y obtencion del ADN copia mediante
retrotranscripcion.

Sesion 3 (15/01/2025) (4 horas): PCR cuantitativa (QPCR) para determinar la

expresion geénica de diferentes factores de relevancia en el metabolismo del ARN y
cancer de prostata.

Sesidén 4 (12/02/2025) (4 horas): Analisis y discusion de los resultados obtenidos y
asesoramiento para la realizacién de un péster cientifico.

6. RESULTADOS

De los experimentos y pruebas que hemos hecho en el laboratorio hemos logrado varios
resultados como esta tabla o las graficas que veran mas abajo.

Cuantificacion del ARN

Tipo ARN A260/A280 A260/A230
(ng/pL)

VCaP n1 217.20 2.1 1.97

VCaP n2 125.90 2.09 1.47

VCaP n3 121.50 2.09 1.45
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RWPE1 n1 162.70 213 1.98
RWPE1 n2 134.70 212 1.98
RWPE1 n3 166.90 212 1.94
22Rv1 n1 338.90 2.14 1.81
22Rv1 n2 259.80 2.14 2.06
22Rv1 n3 1119.90 2.13 2.09
DU145 n1 819.50 2.14 2.14
DU145 n2 515.10 2.12 1.84
DU145 n3 468.00 2.10 1.90

Tabla 3: En esta tabla se presentan los resultados de la cuantificacion de ARN extraido de tres lineas celulares de
cancer de proéstata diferentes: VCaP, 22Rv1, y DU145 y una linea sana de células prostaticas: RWPE1.
Se incluyen tres mediciones (réplicas) para cada linea celular (n1, n2, n3).

La cuantificacion se basa en tres parametros clave:

1. ARN (ng/pL): Indica la concentracion de ARN en nanogramos por microlitro.

2. A260/A280: Representa la relacién de absorbancia a 260 nm y 280 nm. Es un
indicador de la pureza del ARN en relacion con proteinas. Un valor cercano a 2.0-2.2
sugiere ARN de buena calidad.

3. A260/A230: Otra medida de pureza que evalla la posible contaminacién con sales,
compuestos organicos o fenol. Valores por encima de 2.0 se consideran éptimos.

Interpretacion de los datos:

e Concentracion de ARN:
o La muestra 22Rv1 n3 tiene la concentracion mas alta (1119.9 ng/uL), mientras
que VCaP n3tiene la mas baja (121.5 ng/pL).
o En general, las lineas DU145 y 22Rv1 presentan concentraciones mas altas
que VCaP y RWPE1.
e Pureza (A260/A280):
o Todos los valores estan entre 2.09 y 2.14, lo que sugiere ARN relativamente
puro sin contaminacion significativa de proteinas.
e Pureza (A260/A230):
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o Las muestras VCaP n2 (1.47) y VCaP n3 (1.45) tienen los valores mas bajos,
lo que sugiere contaminacion con sales o compuestos organicos.

o En contraste, las muestras de DU145 y 22Rv1 tienen valores mas altos,
indicando mejor calidad

Ciclo umbral indica cuantos ciclos de amplificacion son necesarios para detectar el gen.

A este se le conoce como Ct ( Cycle Threshold)

Valores de Ct mas bajos significan que hay mas copias de ARN, porque el gen se detecta
temprano en el proceso de amplificacion.

Valores de Ct mas altos indican que hay menos copias de ARN, porque se necesitan mas
ciclos para alcanzar un nivel detectable.

Grafica 1 _ _ . o 6xtoie ]

En esta grafica se interpreta la expresiéon del gen DIS3 , en &

distintas lineas celulares de cancer de prostata: VCaP g 4x104

,DU145 y 22Rv1 y una linea celular de prostata sana %

RWPE1. S 2x104

Este esta sobreexpresado en RWPE1 (hasta 44,951 copias E

en n3). 2 olepe oo e [
& &5

Esto concuerda con los valores de Ct mas altos para DIS3 en
22Rv1, DU145 y VCaP, lo que indica que se necesita mas amplificacion para detectar el gen,
es decir, que su expresion es baja.

RWPE1 expresa DIS3 en niveles significativamente mas altos que las otras lineas celulares
El nimero de copias de DIS3 en RWPE1 es mucho mayor que en las demas lineas
celulares. Por ejemplo, en RWPE(1:

En la réplica n3, hay 44,951 copias de DIS3,

Mientras que en DU145 n3, hay solo 390 copias,

Esto significa que RWPE1 tiene mas de 100 veces la cantidad de copias de DIS3 en
comparacion con DU145 en esta réplica.

Esto sugiere que DIS3 se transcribe en grandes cantidades en RWPE1, pero en muy bajas
cantidades en DU145, VCaP y 22Rv1.

Esto se relaciona con el valor de los Ct debido que en el experimento de gPCR, el valor de
En los datos:

RWPE 1 tiene valores de Ct mas bajos para DIS3 (22.14 - 23.05), lo que significa que la
cantidad de ARN es alta y se detecta rapidamente.

En Du145, VCaP y 22Rv1, los valores de Ct de DIS3 son mucho mas altos (27 - 29), lo que
indica que el gen estd menos expresado y necesita mas ciclos de amplificacion para
detectarse.

RWPE 1 expresa DIS3 en grandes cantidades, lo que sugiere que es un gen importante en
células prostaticas sanas.

Du145, VCaP y 22Rv1 (lineas celulares de cancer de prostata) muestran una fuerte
reduccion en la expresiéon de DIS3, lo que sugiere que este gen podria estar regulado
negativamente en el cancer.
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Grafica 2

Estos valores muestran la representacién de la 00
expresion relativa del gen DIS3 en diferentes lineas
celulares (22Rv1, Du145, VCaP), con RWPE 1 como
referencia (100%).

Interpretacion de la grafica:

RWPE 1 tiene un valor de 100, lo que significa que se
usa como referencia para comparar las otras lineas
celulares.

22Rv1: 5.0075 — La expresion de DIS3 en 22Rv1 es 5% 0
de la expresion en RWPE 1 (es decir, mucho menor). qg:‘\ SER
Du145: 1.8354 — La expresion de DIS3 en Du145 es v
1.8% de la de RWPE1, indicando una reduccion aun
mayor.

VCaP: 6.8696 — La expresion en DIS3 es 6.87% en comparacion con RWPE1, lo que
significa que también es mucho menor.

Estos datos han sido obtenidos gracias a la enzima GAPDH.

La enzima GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) se utilizé como gen de
referencia en este estudio para la normalizacion de la expresion del gen DIS3 en diferentes
lineas celulares. GAPDH es una enzima clave en la glucdlisis, pero en estudios de expresion
génica se emplea como control enddgeno debido a su expresidn estable en la mayoria de los
tejidos y células. La normalizacion con GAPDH permite corregir posibles variaciones en la
cantidad de ARN utilizado en cada muestra, asegurando asi una comparacién precisa de la
expresion relativa de DIS3 entre las lineas celulares analizadas. A partir de estos datos, se
observé que la expresion de DIS3 en las lineas 22Rv1, Du145 y VCaP es significativamente
menor en comparacion con la linea RWPE1, tomada como referencia (100%).

504

Expresion de DIS3
relativa a RWPE1 (%

7. DISCUSION

Los resultados obtenidos mostraron que la expresién del gen DIS3 se encuentra
significativamente reducida en las lineas celulares VCaP, DU145 y 22Rv1 en comparacion
con la linea celular no tumoral RWPE1. Este hallazgo sugiere una posible regulacién a la
baja de DIS3 en lineas celulares de cancer de préstata, en contraste con células sanas, lo
cual podria asociarse con una menor estabilidad del ARN en las células tumorales.

e Comparacién con estudios previos:

Estos resultados son consistentes con estudios realizados en mieloma multiple y leucemia,
donde también se ha observado que DIS3 actua como un inhibidor de la proliferacion de
células malignas. En nuestra muestra, la linea RWPE1 present6 la mayor expresion de DIS3,
alcanzando un valor de 44,95, mientras que en DU145 apenas llegé a 0,39, lo que confirma
una expresion marcadamente reducida en esta linea tumoral.
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En este contexto, la downregulation observada de DIS3 en células tumorales frente a células
normales podria indicar un mal funcionamiento de este componente, que forma parte del
nucleo del exosoma de ARN, una maquinaria esencial para el procesamiento y degradacion
del ARN. Por lo tanto, una menor expresion de DIS3 en células tumorales podria estar
favoreciendo la acumulacién de moléculas de ARN defectuosas o anémalas, al no actuar
correctamente este mecanismo de control. Esta disfuncién podria estar implicada en los
procesos de inicio o desarrollo tumoral.

e Implicaciones biolégicas

La baja expresion de DIS3 en las lineas de cancer puede relacionarse con la acumulacion de
subtranscritos aberrantes que promueven la proliferacion normal de las células. Para la
gPCR, los valores de Ct validaron esta disminucion. Por ejemplo, el carcinoma RWPE-1
mostro valores bajos en el rango de 22.140-23.05. Las lineas de cancer mostraron valores
en los rangos de 27-29 marcando baja expresion.

e Conclusion

Estos hallazgos refuerzan la idea de que DIS3 podria actuar como un regulador clave en el
cancer de prostata.

8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio muestran una diferencia significativa en la
expresion del gen DIS3 entre las lineas celulares de cancer de prostata (VCaP, DU145 y
22Rv1) y la linea celular epitelial prostatica normal (RWPE1). La cuantificacion de ARN
indicé que las concentraciones varian entre las lineas celulares, con 22Rv1 y DU145
presentando mayores concentraciones que VCaP y RWPE1. No obstante, los analisis de
pureza sugieren que algunas muestras, en particular de VCaP, podrian presentar
contaminantes que podrian afectar la calidad del ARN.

El analisis de expresion génica mediante gPCR revela que DIS3 esta altamente expresado
en RWPE-1, con una cantidad de copias mucho mayor en comparacién con las lineas
tumorales. En contraste, DU145, VCaP y 22Rv1 presentan una reduccion drastica en la
expresion de DIS3, lo que concuerda con sus valores de Ct mas altos, indicando que se
requiere un mayor numero de ciclos para detectar el gen. La expresion relativa muestra que,
en comparaciéon con RWPE-1, la expresion de DIS3 en 22Rv1 es del 5%, en DU145 solo del
1.8% y en VCaP del 6.87%, lo que confirma una reduccion significativa en las lineas
cancerigenas.

Estos resultados sugieren que DIS3 podria desempefar un papel relevante en la fisiologia de
las células prostaticas normales y que su disminucion podria estar asociada con el desarrollo
o progresion del cancer de prostata. La utilizacion de GAPDH como gen de referencia
permitid la normalizacion de los datos, asegurando la validez de las comparaciones entre las
diferentes lineas celulares. Futuras investigaciones seran necesarias para determinar el
impacto funcional de la disminucion de DIS3 en la carcinogénesis prostatica y su posible
implicacion como biomarcador o diana terapéutica en esta enfermedad.
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	IMPLICACIÓN DE LA MAQUINARIA DEL RNA-EXOSOMA EN LA FISIOPATOLOGÍA DEL CÁNCER DE PRÓSTATA                       
	   ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL GEN DIS3 EN DIFERENTES LÍNEAS CELULARES  
	 
	El proceso utilizado para determinar si el cáncer se ha propagado dentro de la próstata o a otras partes del cuerpo se denomina estadificación. La información obtenida mediante la estadificación determina el estadio de la enfermedad. Conocer el estadio es importante para planificar el tratamiento. Dicho esto, los estadios generales del cáncer de próstata son: 
	-​Estadio 1 (localizado temprano): T1 (tumor). El cáncer se limita a la próstata y no se ha propagado. Generalmente, el cáncer es de bajo grado (puntuación de Gleason ≤ 6) y puede no causar síntomas. 
	Interpretación de los datos: 


