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RESUMEN

El cancer de prostata (CaP) es la segunda enfermedad mas frecuente a nivel mundial seguin la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). Uno de los mayores desafios en los métodos de tratamiento es el control de la metéstasis; por lo tanto, para comprender
mejor el proceso de sefializacion, nos centramos en el Receptor Acoplado a Proteina G para Estrogenos (GPER), el cual ha sido
relevante en el desarrollo del CaP. Hasta la fecha, pocos informes sugieren que GPER induce vias de sefializacion; sin embargo, su
participacion aun no ha sido esclarecida en CaP. Objetivo: Evaluar la activacion de vias de sefializacion activadas por GPER en
células de CaP. Los materiales y métodos utilizados fueron lineas celulares humanas PC3 y LNCaP, el cual se realiz6 una estimula-
cion celular con el agonista G1 y estradiol, posteriormente se realiz6 la técnica por western blot. Resultados: Se observo la activacion
de la via de sefializacion MAPK mediante GPER en la linea celular PC3. Conclusion: las vias de sefializacion, como MAPK/ERK
muestra tener importancia en linea celular independiente de andrégenos.
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ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the second most common disease worldwide according to the World Health Organization (WHO). One of the
main challenges in treatment methods is controlling metastasis; therefore, to better understand the signaling process, we focus on the
G Protein-Coupled Estrogen Receptor (GPER), which has been significant in the development of PCa. To date, few reports suggest
that GPER induces signaling pathways; however, its role in PCa remains unclear. Objective: To evaluate the activation of signaling
pathways mediated by GPER in PCa cells. Materials and methods: Human cell lines PC3 and LNCaP were used, with cell stimulation
by the agonist G1 and estradiol, followed by western blot analysis. Results: Activation of the MAPK signaling pathway was observed
via GPER in the PC3 cell line. Conclusion: Signaling pathways, such as MAPK/ERK, appear to play a significant role in androgen-
independent cell lines.

Keywords: Prostate cancer, GPER, signaling pathways, PI3K, MAPK

INTRODUCCION de mortalidad entre los hombres a nivel mun-
El cancer de préstata es el padecimiento mas dial.* Aungque los tumores en etapas tempranas
frecuentemente diagnosticado y la quinta causa pueden reestablecerse, esto no garantiza un

tratamiento efectivo debido a la heterogeneidad
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de los factores que induce multiples vias de se-
falizacion. Actualmente, los mecanismos mole-
culares relacionados con las vias de sefaliza-
cién no se comprenden completamente. Ade-
mas, estos mecanismos podrian mejorar el
éxito terapéutico entre los pacientes con CaP.
Se sabe que los estrogenos son hormonas cri-
ticas que regulan el desarrollo de trastornos tu-
morales.? GPER es un receptor activado por es-
tradiol involucrado en la progresion del CaP, di-
cha proteina ha ganado relevancia tltimamente
en la carcinogénesis debido a su activacion de
vias de sefializacién en los canceres como co-
lorrectal* mama® y de proéstata®. Actualmente,
existe controversia en su papel en el cancer; ya
que, para algunos autores, GPER es pro-tumo-
ral 7/, mientras que para otros es anti-tumoral®,
lo que sugiere que el entrecruzamiento entre el
microambiente y las vias de sefializacion deter-
minan el comportamiento de GPER. De hecho,
este receptor actla a través de respuestas es-
trogénicas no gendmicas y regula las vias de la
proteina quinasa activada por
(MAPK) ° y el
(PI3K).% La via MAPK se considera ser un re-

mitégenos
fosfatidilinositol 3-quinasa
gulador clave de la distribucion del ciclo celular,
ademas de estar relacionada con el crecimiento
y la migracion, como consecuencia de la super-
vivencia y la sensibilidad a los farmacos.!'Se
sabe que, bajo hipoxia, p38/MAPK es respon-
sable de la reorganizacion del citoesqueleto, lo

gue promueve la migracién e invasion en distin-

tos tipos celulares.'?Por otro lado, PI3K se en-
carga de regular la actividad y la expresion de
proteinas involucradas de la progresion del ciclo
celular, como ciclina D y las proteinas inhibido-
ras de la quinasa dependientes de ciclina p21y
p27.13

Se ha observado en el CaP resistente a la cas-
tracion (CPRC), la activacion de MAPK a través
de mTOR est& asociada con el eje de sefializa-
cibn mediado por receptores de estroge-
nos.'*Un estudio menciona que el efecto esti-
mulante de G-1 activa la transicion epitelio-me-
sénquima (EMT) mediante la via dependiente
de JNK/ERK1/2 MAPK en células colorrecta-
les.*! Por otra parte, en PI3K el PTEN se consi-
dera un regulador negativo, la pérdida de dicha
proteina activa AKT el cual provoca un evento
critico en la progresion de CaP.'®> Lo que aln
queda por descubrir es si GPER actua a través
de la activaciéon de MAPK y PI3K en células de
CaP.

Actualmente, no hay evidencia de un meca-
nismo molecular involucrado en la regulacion de
vias de sefializacion mediado por GPER en la
enfermedad de CaP. Por lo tanto, este trabajo
tiene como objetivo evaluar el comportamiento
de GPER en la activacion de vias de sefaliza-
cion MAPK y PI3K en células PC3 y LNCaP de
CaP.
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Materiales y métodos
Cultivo celular

Las lineas celulares humanas de CaP PC3 y
LNCaP fueron obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE.
UU.). Estas lineas celulares fueron subcultiva-
das cada tres a cuatro dias hasta alcanzar un
80% de confluencia. Se cultivaron en medio
Dulbecco's Modified Eagle's Medium para la li-
nea celular PC3 (DMEM, Sigma Aldrich, cat. No
D5796) y en Roswell Park Memorial Institute
Medium (RPMI 1640, Sigma Aldrich, cat. No.
A5955) para la linea celular LNCaP, suplemen-
tado con 10% de suero fetal bovino, FBS
(Sigma Aldrich, cat. No A5955) y 1% de solucion
antimicoética antibiética (Sigma Aldrich, cat. No.
F4135). Las células se mantuvieron en una at-
mosfera de COzal 5% y 37°C.

Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales de raton contra
p-AKT1/2/3 (cat. No. SC-81433), AKT1/2/3 (cat.
No. SC-81434), p-ERK1/2 (cat. No. SC-
136521), ERK1/2 (cat. No. SC-514302) y 3-ac-
tina (cat. No. SC-47778) fueron adquiridos de
Santa Cruz Biotechnology. Un anticuerpo se-
cundario dirigido contra IgG de cabra anti-raton
(HRP) (cat. No. ab6789) fue adquirido de Ab-

cam.

Estimulo celular y extraccién de proteina

Las células PC3 y LNCaP fueron estimuladas
usando G1 (1 pg/mL) y 17B-estradiol (0.01
pg/mL) durante 30 minutos y se realizaron tres
réplicas. Las lineas celulares fueron lisadas con
tampon RIPA (50nM Tris-HCI; 100mM NacCl;
1mM EDTA; pH 7.4), complementado con un
coctel de inhibidores de proteasa en una pro-
porciéon de 1:100 (Sigma Aldrich, MS-SAFE-
5VL). La cuantificacion de proteinas se realizo
mediante la técnica de Bradford a 540nm.

Western Blot

Junto con PageRuler Plus (Thermofisher cat.
No. 266619), las proteinas fueron compactadas
y separadas por electroforesis durante 75 minu-
tos a 85 y 110 voltios, respectivamente. Luego
se transfirieron a membranas de PVDF y se blo-
guearon durante la noche en un 5% de BLOT-
Quickblocker™ (cat. No. WB57-

175GM). Las membranas se incubaron con an-

Reagent

ticuerpos primarios diluidos en una solucién blo-
gqueadora al 1% a 4°C durante la noche. Des-
pués de ser lavadas con PBS con Tween, las
membranas fueron incubadas con anticuerpos
secundarios conjugados con HRP. Las protei-
nas se visualizaron en un fotodocumentador Mi-
croChemi, version 6.0, y se cuantificaron utili-

zando GelQuant versiéon 1.8.2.
Analisis estadisticos

Los experimentos fueron realizados por tripli-

cado y los datos obtenidos fueron analizados
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utilizando ANOVA de una via utilizando el soft-
ware estadistico Prism 7 considerandose como

estadisticamente significativo un valor p<0.05.
Resultados

E2 activa la via de sefnalizacién PI3K en la li-

nea celular PC3

Se realiz6 la identificacién de proteinas asocia-
das a AKTp involucradas en las vias de sefiali-
zacion PI3K en células PC3 y LNCaP estimula-
das con G1 y E2. En la Fig. 1 identificamos la
expresion de AKTp y AKT para la linea celular
PC3 y LNCaP con los estimulos G1 y E2.

GPER activa la via de sefalizacién MAPK en

la linea celular PC3

Se realiz6 la identificacion de proteinas asocia-
das a ERKp involucradas en las vias de sefali-
zacion MAPKs en células PC3 y LNCaP estimu-
ladas con G1y E2. En la Fig. 2 la expresion de
ERKp y ERK con los estimulos G1y E2, se ob-
serva un aumento con el estimulo G1 y E2 con
una diferencia significativa de p<0.05 para la
isoforma 44 kDa, por otro lado, para la isoforma
42 kDa presenciamos un aumento en E2 con
una diferencia significativa de p<0.001 respecto

al basal.
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Figl. Analisis de la via PI3K en células de PCa: A) Blots representativos de la expresiéon de AKTp en células PC3
mediante western blot. B) El grafico de barras muestra la cantidad de expresion de la proteina de isoformas de AKTp,
donde E2 en GPER mejoré la activacién de AKT2 en la linea celular PC3. C) Blots representativos de la expresion de
AKTp en células LNCaP mediante western blot. D) El grafico de barras muestra la cantidad de expresion de la proteina
de isoformas de AKTp. Los valores no significativos se observaron en las isoformas de AKT en la linea celular LNCaP.
Los datos se analizaron utilizando ANOVA de dos vias con comparacién multiple de post-hoc de Sidak. ***p<0.001 y
N/S (no significativo) vs grupo control en las lineas celulares PC3 y LNCaP. 3-actina se utiliz6 como control de proteina.
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Fig. 2. Analisis de la via MAPK en células de PCa: A) Blots representativos de la expresion de ERKp en células PC3
mediante western blot. B) El grafico de barras muestra la cantidad de expresién de la proteina de las isoformas de
ERKp, donde G1 activa ERK1 y E2 mejora ERK1/2 en GPER en la linea celular PC3. C) Blots representativos de la
expresion de ERKp en células LNCaP mediante western blot. D) El gréafico de barras muestra la cantidad de expresion
de la proteina de isoformas de AKTp. Los valores no significativos se observaron en las isoformas de ERK en la linea
celular LNCaP. Los datos se analizaron utilizando ANOVA de dos vias con comparacién multiple de post-hoc de Sidak.
***n<0.001, *p<0.05 y N/S (no significativo) vs grupo control en las lineas celulares PC3 y LNCaP. B-actina se utilizd

como control de proteina.

Discusioén

La enfermedad de CaP tiene la quinta tasa de
mortalidad mas alta entre los canceres que
afectan a la poblacibn masculina en todo el
mundo.Nuestros resultados muestran la acti-
vacion de ERK1/MAPKs a través de GPER en
PC3, la cual se caracteriza por ser una linea ce-
lular independiente de andrégenos. Dicho com-
portamiento coincide con el estudio de Pross-
nitz y col.'® ademas se menciona que la activa-
cion de GPER es mediada por E2 el cual esti-
mula la movilizacién de calcio intracelular y la
activacion de PI3K.1’Aungue este Ultimo, no se
vio reflejado en nuestros resultados. Actual-
mente, existe informacion limitada sobre la sig-

nificancia biolégica de GPER asociada con la

activacion de vias de sefializacion en la enfer-
medad de CaP. Con base a los resultados, su-
gerimos que GPER activa MAPK en la linea ce-
lular PC3.

La activacion de PI3K y MAPK a través de
GPER en células PC3 puede contribuir a la re-
sistencia a la apoptosis y al aumento de la pro-
liferacion celular, lo que es consistente con los
hallazgos previos que muestran que la expre-
sion de GPER se asocia con un peor prondstico
en pacientes con cancer de préstata. Ademas,
la activacion de estas vias de sefializacion
puede también contribuir a la invasion y metas-
tasis, ya que la via PISK/AKT regula la expre-
sion de genes involucrados en la invasion y la
via MAPK/ERK regula la expresiéon de genes in-

volucrados en la migracién celular.'®
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Nuestros resultados sugieren que la inhibicion
de GPER y/o la via PI3BK/AKT y MAPK/ERK po-
dria ser una estrategia terapéutica efectiva para
tratar el cancer de préstata avanzado. De he-
cho, varios inhibidores de PI3K y MAPK estan
siendo evaluados actualmente en ensayos cli-
nicos para el tratamiento del cancer de prostata
19 Sin embargo, es importante destacar que la
expresion de GPER y la activacion de estas vias
de sefalizacion pueden variar entre diferentes
subtipos de CaP, por lo que es necesario reali-
zar mas investigaciones para determinar la
efectividad de estos inhibidores en diferentes

contextos clinicos.
Conclusiones

A pesar del avance en la deteccion temprana
del cancer de proéstata, los tratamientos para las
formas metastasicas de la enfermedad siguen
siendo escasos, lo que plantea un reto impor-
tante en la comprension de vias de sefalizaciéon
en CaP. La exploracién de GPER en vias de se-
Aalizacion, como MAPK/ERK muestra tener im-
portancia en linea celular independiente de an-
drégenos. Sin embargo, se requiere mas inves-
tigacion para esclarecer el papel exacto de
GPER y su entrecruzamiento en vias de sefali-
zacion para asimismo proponer un objetivo te-

rapéutico en CaP.
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