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RESUMEN

El cancer de préstata es la segunda neoplasia mas comun en hombres a
nivel mundial y una de las principales causas de mortalidad relacionada con el
cancer. Su progresiéon a un estado metastasico representa un desafio clinico

significativo debido a la resistencia a los tratamientos convencionales.

Algunas hormonas peptidicas, incluida la ghrelina, han sido propuestas
como intermediarias en la progresion tumoral a través de la activacion de vias de
sefalizacion especificas. La ghrelina, ademas de su papel en la regulacion del
metabolismo energético, ha sido asociada con procesos oncoldgicos clave como

la proliferacién, migracion, invasion y angiogénesis.

Dada la evidencia contradictoria sobre su papel en la progresion del cancer
y la escasez de estudios en cancer de prostata, este estudio tuvo como objetivo
evaluar sus efectos sobre la capacidad proliferativa y migratoria de células de

cancer de prostata metastasico utilizando la linea celular PC-3.

Inicialmente, se confirmd la expresion del receptor de ghrelina (GHSR-1a)
para establecer su relevancia funcional en este modelo. Los resultados
demostraron que el tratamiento de células PC-3 a una concentracion de 100 nM
de ghrelina durante 48 horas aumentd significativamente su capacidad
proliferativa, evidenciado por un incremento en la expresion de Ki-67. Asimismo,
la ghrelina potencio la capacidad migratoria al elevar la expresién de los factores
de transcripcidbn asociados con la transicién epitelio-mesénquima SNAIL-2,
TWIST-1 y ZEB-1. Finalmente, se demostrdé que la ghrelina favorece el fenotipo
mesenquimal al incrementar la expresion de vimentina y a-SMA, a la vez que
reduce la expresion de E-cadherina, disminuyendo asi las caracteristicas

epiteliales.

Estos hallazgos resaltan la importancia de la ghrelina en la progresién del
cancer de prostata y subrayan la necesidad de realizar estudios adicionales para
dilucidar con mayor precisién sus efectos y evaluar su potencial como blanco

terapéutico.



ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common neoplasm in men worldwide
and one of the leading causes of cancer-related mortality. Its progression to a
metastatic state represents a significant clinical challenge due to resistance to

conventional treatments.

Peptide hormones, including ghrelin, have been implicated in tumor
progression by activating specific signaling pathways. Beyond its role in energy
metabolism regulation, ghrelin has been associated with key oncological

processes such as proliferation, migration, invasion, and angiogenesis.

Given the contradictory evidence regarding its role in cancer progression
and the limited studies in prostate cancer, this study aimed to evaluate its effects
on the proliferative and migratory capacity of metastatic prostate cancer cells

using the PC-3 cell line.

Initially, the expression of the ghrelin receptor (GHSR-1a) was confirmed to
establish its functional relevance in this model. The results demonstrated that
treating PC-3 cells with 100 nM ghrelin for 48 hours significantly increased their
proliferative capacity, as evidenced by an upregulation of Ki-67 expression.
Similarly, ghrelin enhanced migratory capacity by increasing the expression of
epithelial-mesenchymal transition (EMT)-associated transcription factors SNAIL-2,
TWIST-1, and ZEB-1. Finally, ghrelin was shown to promote a mesenchymal
phenotype by upregulating vimentin and a-SMA expression while reducing

E-cadherin levels, thereby decreasing epithelial characteristics.

These findings highlight the importance of ghrelin in prostate cancer
progression and underscore the need for further studies to precisely elucidate its

effects and evaluate its potential use as a therapeutic target.



. INTRODUCCION

1.1 Cancer

El cancer corresponde a un conjunto de enfermedades que se producen
cuando células anormales, provenientes de casi cualquier 6rgano o tejido, crecen
de forma descontrolada, superan sus limites normales y se diseminan a zonas

adyacentes u otras partes del cuerpo (OMS, 2024).

El cancer surge de una serie de alteraciones genéticas y epigenéticas en el
ADN que provocan la desregulacion de la estructura, funcién y expresion de los
genes, dando lugar a células anormales (Hassanpour & Dehghani, 2017).
Conforme las células anormales se multiplican, se generan continuamente
nuevas variantes mutantes; si una mutacion otorga una ventaja de crecimiento
selectivo, la replicacién se ve potenciada y tras multiples rondas de mutacion y
seleccién, una variante neoplasica evoluciona para causar cancer (Brown et al.,
2023).

La inestabilidad genética se refleja en modificaciones en la expresion,
funcionamiento y estructura de proteinas que pueden influir directa o
indirectamente en mecanismos de proliferacion, transformacién y supervivencia
celular (Quesne et al., 2010). Asi mismo, las células adquieren la capacidad de
invadir tejidos cercanos e incluso extenderse a otros érganos del cuerpo, lo cual
se conoce como metastasis y es la principal causa de muerte en personas con
cancer (Aku & Patil, 2022).

Se han propuesto caracteristicas cruciales para la transformacién de
células normales a células con la capacidad de formar tumores malignos (Figura
1), incluidas la autosuficiencia en la sefalizacion proliferativa, la evasion de
supresores de crecimiento, la resistencia a la muerte celular, el potencial
replicativo ilimitado, la induccién/acceso a la vasculatura, la activacién de la
invasién y metastasis, la reprogramacion del metabolismo celular y la evasion de

la destruccion inmunolégica (Hanahan, 2022).
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Figura 1. Caracteristicas distintivas del cancer (Tomado y modificado de Hanahan, 2022).

Dentro de las caracteristicas distintivas del cancer, la autosuficiencia en la
senalizacion proliferativa y la evasion de supresores de crecimiento destacan por
su dependencia a alteraciones del ciclo celular, el cual es regulado por complejos
clave como ciclinas y quinasas dependientes de ciclina (CDK) (Hanahan, 2022;
Pellarin et al., 2025). En condiciones normales, el ciclo celular es controlado
rigurosamente por mecanismos que garantizan la replicacion precisa del ADN
(Almalki, 2023). No obstante, alteraciones en estos mecanismos, como la
desregulacion de ciclinas D, B, E o A y sus CDK asociadas, pueden conducir a

una proliferacién descontrolada promoviendo asi la tumorigénesis (Almalki, 2023).

Las causas del cancer son variadas; la predisposicidén genética, la
exposicion a radiacion ionizante, la exposicion a radiacion UV, el fumar tabaco, el
consumo de alcohol, la exposicion a contaminantes, la mala dieta, el
sedentarismo, la edad, asi como las infecciones causadas por agentes patoégenos
como algunas bacterias y virus, son factores importantes en los procesos de

carcinogénesis (Lewandowska et al., 2019).

De acuerdo con las ultimas estadisticas publicadas por el Observatorio
Global de Cancer de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2022, se
presentaron casi 20 millones de nuevos casos de cancer (Figura 2) y cerca de 10

millones de muertes por esta causa a nivel mundial (Globocan, 2022).
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Adicionalmente, se estima que para 2040 el numero de casos aumentara a 28.4

millones.

é
Oceania
1.3%

¢
América Latina y el
Caribe
7.8%

é
Américadel Norte | oo .
13.4%

Total: 19,976,499

Figura 2. Incidencia de cancer a nivel mundial (Globocan, 2022).

En humanos, los tipos de cancer con mayor incidencia son de: pulmon,

mama, colorrectal, préstata y estomago (Figura 3) (Globocan, 2022).

El de pulmén, préstata, asi como el colorrectal son los principales tipos de
cancer entre los hombres; mientras que los de mama, colorrectal y pulmén son
los mas comunes entre las mujeres (Globocan, 2022).

2480675

2296840
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Figura 3. Incidencia de los tipos de cancer mas comunes a nivel mundial (Globocan, 2022)
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En cuanto a mortalidad relacionada con cancer, el de pulmon tiene la tasa mas
alta (18.7%), seguido del colorrectal (9.3%), higado (7.8%), estdmago (6.8%) y
mama (6.8%) (Figura 4) (Globocan, 2022).

Pulmoén 1817469
904019
758725
666103
660175
467409
445391
408468
397430
348874

Leucemia 305405
Linfoma no hodgkiniano - 250679

Cerebro - 248500
vejiga [ 220596
ovario [ 206956

Figura 4. Mortalidad por cancer a nivel mundial (Globocan, 2022)

Colon
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Higado
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El cancer de prostata se encuentra posicionado en segundo lugar con
mayor incidencia en hombres y ocupa el quinto lugar en mortalidad entre los tipos

de cancer que afectan a este grupo (Globocan, 2022).

1.2 Cancer de préstata

El cancer de prostata es una enfermedad resultante de la transformacion de las
células prostaticas (Murray, 2021) y corresponde a la segunda neoplasia maligna
mas comun en hombres de todo el mundo, principalmente a aquellos de mediana
edad entre 45 y 60 afios (Bergengren et al., 2023; Sekhoacha et al., 2022).

De acuerdo con Globocan, en 2022 se presentaron 1,467,854 nuevos

casos de cancer de préstata a nivel mundial (Figura 5).

Segun los datos de Global Burden of Disease (GBD), alrededor de 10
millones de hombres viven con un diagndstico de cancer de préstata y cerca de
700,000 de ellos viven con una enfermedad metastasica (James et al., 2018;

Foreman et al., 2018).
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En México, en 2022, se presentaron 26,565 nuevos casos de este tipo de

cancer (Figura 6), y se posiciond en primer lugar tanto de incidencia como
mortalidad en hombres (Globocan, 2022).

Africa, e, .
103,050 ¢
Oceania
23,602
i H
América Latina Europa
y el Caribe 473,011
225,985
é
América del Norte Asia
225,782 3866424

Total: 1,467,854

Figura 5. Nuevos casos de cancer de prostata a nivel mundial (Globocan, 2022).

Otros .
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8,212
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- Brasil
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Total: 225,316

Figura 6. Incidencia de cancer de prostata en América Latina y el Caribe (Globocan, 2022).
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1.3.1 Factores de riesgo

El cancer de préstata es una enfermedad influenciada por diversos factores, entre
ellos; pertenecer al sexo masculino, la edad avanzada (>50 afos), el origen
étnico, los antecedentes familiares positivos, la hipertensién, la inactividad fisica,
los niveles persistentemente elevados de testosterona y la obesidad (Leslie et al.,
2024). Ademas, el tipo de dieta, el consumo de tabaco y alcohol, la exposicion a
radiacion ionizante y a quimicos toxicos también aumentan el riesgo de cancer de

prostata avanzado (Berenguer et al., 2023).

Aunque la mayoria de los casos se diagnostican en hombres mayores de
65 afos (Rebbeck et al., 2013), existe una mayor propension a desarrollar formas
mas agresivas a edades tempranas en descendientes de europeos del norte y
afroamericanos, en comparacion con los africanos y asiaticos nativos, quienes

son menos susceptibles a la enfermedad (Berenguer et al., 2023)

1.3.2 Patogénesis

La patogénesis del cancer de préstata involucra una serie de eventos

moleculares y celulares que contribuyen al desarrollo de la enfermedad.

La préstata es un o6rgano fibromuscular y glandular masculino cuyas
funciones principales son la produccién de liquido seminal y la transformacion de
testosterona en su forma biolégica activa; la dihidrotestosterona (Belkahla et al.,
2022; Swerdloff et al.,, 2017). En adultos, este 6rgano esta estructuralmente
dividido en zonas central, de transicion y periférica, en esta ultima zona, la mas

externa, es donde surge la mayoria de los tumores de prostata (Kufe et al., 2003).

El carcinoma de préstata se origina cuando las células epiteliales de la
glandula prostatica, ya sean basales y/o luminales, se convierten en su fenotipo
maligno debido a las mutaciones en su ADN (Leslie et al., 2023). Posteriormente,
el crecimiento celular desmesurado permite la extensién de células malignas al
tejido prostatico inmediatamente circundante y la formacion de un ndédulo tumoral
(Leslie et al., 2023).
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La investigacidon sobre el surgimiento y progresion del cancer de préstata
sugiere la neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado o HGPIN como un
precursor de este tipo de cancer. HGPIN se caracteriza por la aparicion de
hiperplasia epitelial luminal, la reduccidon pero no ausencia de células basales, el
agrandamiento de nucleos y nucléolos, la hipercromasia citoplasmatica, la atipia
nuclear y los niveles elevados de marcadores de proliferacion celular (Shen &
Abate-Shen, 2010). Si bien HGPIN no es cancer, representa una etapa intermedia
entre el epitelio benigno y el carcinoma maligno invasivo, tanto a nivel patologico

como genotipico (Brawer, 2005).

Los estudios a nivel molecular demuestran que HGPIN se desarrolla por la
pérdida de homologo de fosfatasa y tensina (PTEN) y de la proteina Homeobox
NK3.1 (NKX3.1), la sobreexpresion del proto-oncogén MYC, la sobrerregulacion
de la proteina 2 del linfoma de células B (Bcl-2) y del gen de la glutation
S-transferasa pi 1 (GSTP1), acompanados de la mutacién de la proteina Speckle
Type BTB/POZ (SPOP) y la fusién del gen relacionado con la serina proteasa
transmembrana 2-ETS (TMPRSS2-ERG) (Saranyutanon et al., 2020).

Asi mismo, una mayor pérdida de la proteina del retinoblastoma (RB1),
junto con la activacion de la telomerasa y la frecuente mutacion Forkhead Box A1
(FOXA1), conduce al desarrollo de adenocarcinoma de prostata a partir de
HGPIN (Saranyutanon et al., 2020).

Por otra parte, aberraciones moleculares, incluida la pérdida del miembro 4
de la familia SMAD (SMAD4), correpresores del receptor de andrégenos (AR),
mutaciones en AR, FOXA1, BRCA1/2, ATM, ATR y RAD51 acompafiadas de la
ganancia de funcion del coactivador AR, CXCL12, CXCR4, RANK -RANKL, EMT,
BAI1 y EZH2 promueven el desarrollo de cancer de prostata metastasico (Figura
7) (Saranyutanon et al., 2020).
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Figura 7. Progresion histopatolégica y genes/vias importantes en cada etapa del cancer de
prostata humano (Tomado y modificado de Saranyutanon et al., 2020; Shen & Abate-Shen, 2010).

El cancer de préstata posee un elevado potencial para evolucionar a una
enfermedad metastasica, con una predominante diseminacion hacia los huesos,
pulmon, higado, pleura y ganglios linfaticos (Shen & Abate-Shen, 2010; Budczies
et al., 2015). Las lesiones 6seas metastasicas se presentan mas frecuentemente
en la pelvis, la columna lumbar, los fémures, la columna toracica y las costillas
(Lanfranco et al., 2007).

En diagnésticos iniciales de cancer de prostata, se ha observado que 10%
de los pacientes ya presentan metastasis 6éseas (La Manna et al., 2019). En tanto,
20-30% de los pacientes sometidos a prostatectomia radical por cancer de
préostata confinado, recaen y evolucionan a una enfermedad avanzada, en cuyo
caso 70-80% de esos pacientes albergaran metastasis 6seas (La Manna et al.,
2019).

En relacidn a signos y sintomas del cancer de prostata, los pacientes no
experimentan sintomas tempranos, pero los sintomas tardios pueden incluir
anemia, dolor 0seo, paralisis por metastasis espinales e insuficiencia renal por

obstruccion ureteral bilateral (Leslie et al., 2023).
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1.3.3 Diagnéstico y tratamiento del cancer de préstata

Actualmente, los métodos de diagndstico principales para este tipo de
cancer son la prueba de antigeno prostatico especifico (PSA, por sus siglas en
inglés) y la biopsia de tejido prostatico transrectal guiadas por ecografia, no
obstante la fiabilidad de la primera aun resulta controvertida (Humphrey &
Andriole, 2010). El hallazgo de caracteristicas histopatolégicas mediante la
observacion microscopica permite clasificar el tejido canceroso segun el grado de

diferenciacion bajo el sistema Gleason (Wasim et al., 2022).

Otras formas de diagndstico mas recientes incluyen la cuantificacion de
PSA total y libre, identificacion de PCA3, pruebas de exosomas, analisis
gendmico, imagenes por resonancia magnética, puntuacién PI-RADS y biopsias
guiadas por fusion MRI-TRUS (Sivaraman & Bhat, 2017; Wasim et al., 2022).

En cuanto al tratamiento, para el cancer localizado se incluye la
prostatectomia radical y radioterapia (Auchus & Sharifi, 2019). Para el cancer
metastasico el tratamiento consiste en la terapia de privacién de androgenos,
generalmente castracion médica con un antagonista de la hormona liberadora de
gonadotropina o agonistas de accion prolongada como leuprolida, goserelina,
triptorelina e histrelina, sin embargo, con el tiempo, la respuesta a la terapia
disminuye y el cancer progresa hasta convertirse en cancer de prostata resistente
a la castracion (Auchus & Sharifi, 2019).

Tomando en cuenta la tendencia al desarrollo de cancer de préstata
metastasico y las consecuencias que trae consigo para los pacientes con este
tipo de cancer, se denota la importancia de continuar con la investigacion
relacionada con el tema, tratando de comprender y conocer los mecanismos

destacados en la patogénesis del cancer de préstata.

1.3 Metastasis

La metastasis es la diseminacion de células cancerosas desde un tumor

primario hacia diferentes organos del cuerpo (Novikov et al., 2021).
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La principal preocupacion asociada con el cancer es su capacidad de
progresion hacia una forma metastasica, pues en este estadio ocurren mas del

90% de muertes relacionadas con esta enfermedad (Fares et al., 2020).

La capacidad metastasica de las células surge de anomalias genéticas, las
cuales dan lugar a fenotipos malignos que les confieren nuevas caracteristicas
(Novikov et al., 2021); como la habilidad de invasividad, entendido como la
capacidad de atravesar la membrana basal (Bao & Fukuda, 2010), y de

migracion, entendido como la aptitud de desplazamiento de un sitio a otro.

La diseminacidn de células tumorales implica una variedad de mecanismos
celulares. Estos incluyen la penetracion en la membrana basal, la migracion a
través de la matriz extracelular del tejido circundante, la intravasacion a los
sistemas circulatorio y linfatico, la evasién del ataque inmunoldgico, la
extravasacion en lechos capilares y la proliferacion en dérganos distantes
(Seyfried, 2013; Wu et al., 2021) (Figura 8).
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Figura 8. Proceso de metastasis (Tomado y modificado de Fares et al., 2020).
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En este contexto, la transicion epitelial a mesenquimatosa (EMT) emerge
como un evento fundamental durante la metastasis. La EMT concede a las
células tumorales la capacidad de cambiar de un estado epitelial inmévil a uno
mesenquimatoso movil (Novikov et al., 2021). Esta transformacién implica una
mayor plasticidad celular, asi como una mayor invasividad y resistencia a la

senescencia, apoptosis y tratamientos médicos (Novikov et al., 2021).

Debido a la regulacion a la baja de marcadores epiteliales y a la elevada
expresion de marcadores mesenquimales, la EMT permite la separaciéon de
células cancerosas individuales provenientes de un tumor primario y aumenta su
motilidad (Aiello et al., 2018).

Las células epiteliales presentan una forma plana y poligonal sostenida
estructuralmente por el citoesqueleto de actina y filamentos intermedios, tienen
una regidn apical orientada hacia el lumen y una region basal con sentido
opuesto. Asi mismo, las células epiteliales adyacentes se conectan mediante
uniones estrechas (TJ), uniones adherentes (AJ), desmosomas (DS) vy
hemidesmosomas (HDS), fusionandose para formar una capa continua que

constituye el tejido epitelial basico (Huang et al., 2022).

Las células mesenquimales se caracterizan por su morfologia irregular, con
una forma alargada y fusiforme, asi como por una topografia menos rigida en
comparacion con las células epiteliales. Estas células desarrollan principalmente
una polaridad antero posterior, acompafiada de la pérdida de adhesién celular y

uniformidad en su composicion (Huang et al., 2022).

En las células mesenquimales, la expresion de queratinas disminuye,
mientras que la de vimentinas aumenta, lo que refuerza el citoesqueleto,
incrementa su flexibilidad y potencia su capacidad para migrar e invadir tejidos
(Huang et al.,, 2022). Durante el proceso de transformacion, se reduce la
expresion o funcion de genes epiteliales, como la E-cadherina y la zénula de
oclusion 1 (ZO-1), mientras que se incrementa la expresion de genes asociados al
fenotipo mesenquimal, entre ellos vimentina, fibronectina, N-cadherina, e
integrinas B1y B3 (Huang et al., 2022) (Figura 9).
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Figura 9. Modificaciones morfolégicas durante la EMT (Tomado y modificado de Lai et al.,
2020).

La EMT es estimulada por diferentes factores de crecimiento, incluyendo el
factor endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), asi como citocinas como el factor de crecimiento transformante
beta (TGFB) (Merino et al., 2022; Sarrand & Soyfoo, 2023), de igual forma, la
EMT es activada por factores de transcripcion pertenecientes a la familia SNAIL;
SNAIL1, SNAIL2 y SNAIL3, los de la familia basica hélice-bucle-hélice; TWIST1 y
TWISTZ, y los factores homebox de unién a la caja E con dedos de zinc; ZEB1 y
ZEB2, debido a su capacidad de regular a la baja la expresion de genes
epiteliales y aumentar la expresion de genes mesenquimales (Huang et al., 2022).
Por otra parte, se ha demostrado que vias de sefializacion como TGF-, Wnt,
Notch y la via fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) también participan en la red
reguladora de la EMT (Novikov et al., 2021; Huang et al., 2022).

Las ciclinas, conocidas por su papel en la regulacién del ciclo celular,
también desempefian un rol importante en los procesos metastasicos del cancer
(Almalki, 2023). Su desregulacion no solo impulsa la proliferacion descontrolada
de células tumorales, adicionalmente favorece la adquisicion de caracteristicas
que otorgan a las células capacidad invasiva y migratoria. Se ha descrito que la
ciclina D1 promueve la EMT al activar la via Wnt/B-catenina, facilitando la

migracion e invasién celular (Montalto & De Amicis, 2020). Asimismo, se
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demostré que la baja expresion de la ciclina A2 induce la EMT a través de la
activacién de la via B-catenina/Fosfolipasa C (Cheung et al., 2015). Por otra parte,
la expresion de ciclina E se ha correlacionado positivamente con metastasis en
ganglios linfaticos y metastasis a distancia (Zhang et al., 2021). Cuando estos
efectos se combinan con la resistencia a la apoptosis mediada por otras ciclinas,
como la ciclina B (Pellarin et al., 2025), se genera un microambiente tumoral

propicio para los procesos de metastasis.

La migracion celular efectiva requiere de la dinamica coordinada de
numerosos componentes celulares y de la regulacién de sefiales inductoras de
movimiento. Las proteinas relacionadas con la migracion de células cancerosas
incluyen RhoA, RhoB, RhoC, Cdc42, Rac, la superfamilia Ras, la familia
WASP/WAVE, el complejo Scrib, el complejo Par, PI3K'y PTEN, PKC, FAK, ERK'y

Src, entre otros (Lou et al., 2021).

Como se menciono previamente, el carcinoma de préstata y otros tipos de
cancer pueden ser influenciados por el efecto de diversas hormonas peptidicas.
Sin embargo, aun no se tiene un registro claro sobre la influencia de varias de

ellas en el desarrollo de esta enfermedad.

Debido a la importancia de la regulacion de la energia en el origen y
desarrollo del cancer (Hanselmann & Welter, 2016), surge el interés por el posible
efecto de la ghrelina, una hormona peptidica conocida por regular el apetito y el

metabolismo, en la progresion del cancer.
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1.4 Ghrelina

La ghrelina, descubierta en 1999, es una hormona peptidica de 28
aminoacidos producida y secretada principalmente en el estbmago, por células
tipo P/D1 en humanos (Jiao & Luo, 2022). La ghrelina se produce en cantidades
variables en otros segmentos del tracto gastrointestinal, como el duodeno,
yeyuno, ileon y colon (Spiridon et al., 2021). Otros tejidos como los rifiones,
pulmones, pancreas, ovarios, mamas, testiculos, préstata, glandula pituitaria,
hipofisis e hipotalamo también producen ghrelina, pero en bajos niveles
(Soleyman-Jahi et al., 2019; Bukhari, 2022; Spiridon et al., 2021).

La ghrelina se libera en el fondo gastrico y circula en el torrente sanguineo
en 2 isoformas, ghrelina acilada o ghrelina desacilada. La gran mayoria de la
ghrelina circulante corresponde a ghrelina desacilada con un porcentaje de 78%
de la ghrelina total, por otra parte, la ghrelina acilada, es menos abundante,
presentando un porcentaje de 22% de la ghrelina circulante total (Anderson et al.,
2023).

Tanto la ghrelina acilada como la desacilada se liberan en el torrente
sanguineo, donde la primera se transforma rapidamente en la segunda. Como
resultado, la proporcién entre ghrelina acilada y desacilada en el plasma varia
entre 0.1 y 0.4, mientras que en el tejido gastrico es de aproximadamente 2.5
(Fritz et al., 2020).

La liberacion de ghrelina ocurre de forma tonica en el torrente sanguineo
con picos de concentracion cuando hay un balance energético negativo. Dicha
liberacién es activada por receptores como los receptores B1-adrenérgicos, el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina, el polipéptido insulinotropico
dependiente de glucosa y receptores de secretina (Fritz et al., 2020; Spiridon et
al., 2021).

Por otra parte, la ghrelina es inhibida por acidos grasos de cadena corta 'y
cadena larga, el lactato, el calcio extracelular, los aminoacidos y los receptores de

somatostatina (Spiridon et al., 2021)

La ghrelina, conocida como la hormona del hambre por sus efectos

orexigénicos, desempena un papel clave en la deteccion de nutrientes y la
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regulacion del apetito (Kotta et al., 2022). Su forma acilada tiene la capacidad de
atravesar la barrera hematoencefdlica y unirse al receptor GHSR-1a en el
hipotalamo, donde estimula las neuronas productoras de NPY y proteinas

relacionadas con agouti, promoviendo asi el apetito (Anderson et al., 2023).

No obstante, el término “hormona del hambre” no engloba adecuadamente
la amplia gama de funciones que se atribuyen a la ghrelina, pues cumple con
funciones adicionales en la regulacién del equilibrio metabdlico del cuerpo, la
respuesta inflamatoria, la funcion cardiaca, la diferenciacion y proliferacion celular,
la adipogénesis y el comportamiento de depresion, ansiedad y adictivo (Figura
10) (Jiao & Luo, 2022; Davis et al., 2021).
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Figura 10. Principales funciones fisiolégicas de la ghrelina.
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1.4.1 Biosintesis de ghrelina

La biosintesis de ghrelina ocurre principalmente en el estbmago y el

intestino delgado, aunque también se produce en otros tejidos (Jiao & Luo, 2022).

El gen de la ghrelina humana (GHRL) esta ubicado en el brazo corto del
cromosoma 3, especificamente en la region 3p25-26 (Li et al., 2019). Cuando
este gen se transcribe y traduce, produce un polipéptido largo de 117
aminoacidos denominado preproghrelina, el cual pasa por una serie de procesos
de empalme, escision y acilacion alternativos para dar lugar a ghrelina en su
forma activa (Kotta et al., 2022).

La obtencidon de ghrelina comienza en el reticulo endoplasmico, donde la
preproghrelina sufre una escision proteolitica en un péptido sefial N-terminal de
23 aminoacidos para dar lugar a proghrelina (94 aa), la cual esta compuesta por
dos péptidos, ghrelina (28 aa) y C-ghrelina (66 aa) (Delporte, 2013). En el aparato
de Golgi, la prohormona convertasa 1/3 escinde a la proghrelina en Arg51 para
generar tanto ghrelina como obestatina, proteinas con funciones opuestas para
estimular y suprimir el apetito, respectivamente, (Thomas et al., 2022;
Soleyman-Jahi et al., 2019; Kotta et al., 2022).

Del mecanismo previo se pueden obtener dos variantes de ghrelina segun
el estado de acilacion de la proghrelina; acilghrelina y desacilghrelina. A
diferencia de la desacilghrelina, el tercer aminoacido de la acilghrelina es acilado
por la enzima ghrelina-O-aciltransferasa (GOAT) (Figura 11), que une un acido

graso de 8 carbonos a la serina de la posicién 3 (Ma et al., 2022; Bukhari, 2022).

Tanto la ghrelina como la proghrelina pueden ser aciladas por GOAT, por lo
que la acilghrelina se puede obtener a partir de proghrelina acilada o de

desacilghrelina (Thomas et al., 2022).

La octanoilacion de la ghrelina es crucial para la funcionalidad de la
proteina, pues solo en esta conformacién la ghrelina puede unirse a la isoforma
1a del receptor secretagogo de la hormona de crecimiento (GHSR-1a), inducir la
liberacion de la hormona de crecimiento y desencadenar diversas vias de

sefializacion (Bukhari, 2022).
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1.4.2 Receptor de ghrelina

El receptor de ghrelina también llamado receptor secretagogo de la
hormona de crecimiento (GHSR), es un polipéptido acoplado a proteina G
heterotrimérica, miembro de la familia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) (Yin et al., 2014). La denominacién de “secretagogo” se debe a su papel
clave en la estimulacion de la secrecién de la hormona de crecimiento (GH) tras

el acoplamiento de su ligando endégeno (Jiao & Luo, 2022).

GHSR presenta dos isoformas, GHSR-1a y GHSR-1b. GHSR-1a
comprende 377 aminoacidos, presenta una estructura de siete hélices
transmembrana y es el receptor funcional de la ghrelina acilada, por otra parte,
GHS-R1b es una variante truncada pues no posee las hélices transmembrana 6 y
7, no puede unirse a acilghrelina y tampoco transducir sus senales (Davis et al.,
2021).

GHSR-1a ejerce su sefalizacion a través del acoplamiento divergente de la
proteina G o del reclutamiento de B-arrestina y muestra actividad constitutiva con
50% de actividad desencadenada por ghrelina (Qin et al., 2022). La interaccion de
este receptor con su ligando puede regular la sintesis y secrecion de GH
mediante la activacion de PKC, PKA, MAP quinasa y la transcripcion de
fragmentos del gen del factor de transcripcion Pit-1 en células secretoras de

hormona de crecimiento (Jiao & Luo, 2022).

GHSR-1a puede formar homodimeros o heterodimeros de GHSR-1a con
GHSR-1b, receptores de dopamina (DA), el receptor de melanocortina-3 (Mc3R),
el receptor de somatostatina-5 (SST5), el receptor de serotonina 2C (5-HT2cR), el
receptor de orexina 1 (OX1R), la proteina accesoria del receptor de melanocortina
2 (MRAP2) y el receptor acoplado a proteina G 83 (GPR83) y posteriormente
llevar a cabo diferentes funciones activando distintas vias de senalizacion (Xiao et
al., 2020).

Cuando la ghrelina se une a GHSR-1a, la proteina G se activa mediante la
disociacion de las subunidades a y By y permite el reclutamiento de B-arrestina.
Ga, estimula la fosfolipasa C (PLC) para activar a inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) el
cual conduce a un aumento en la concentracion de calcio intracelular ([Ca2+];)

que en ultima instancia, activa a la proteina quinasa C (PKC), la proteina quinasa
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Il estimulada por calmodulina (CaMKII) y la proteina quinasa activada por
monofosfato de adenosina (AMPK). Gay,, puede activar a |la
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), que a su vez activa PKCg, lo que lleva a la
activaciéon de la quinasa regulada por sefales extracelulares (ERK). Asi mismo,
PI3K puede activar AKT (Figura 12) (Davis et al., 2021; Xiao et al., 2020)

Por su parte, la B-arrestina es una proteina que ayuda a regular la
actividad de los GPCR. Su funcion principal es reducir la respuesta de estos
receptores a sus agonistas, un proceso conocido como desensibilizacion, que
evita una estimulacion excesiva. Ademas de este rol, la B-arrestina también
puede activar otras rutas de sefalizacién sin necesidad de la proteina G. Por
ejemplo, en el caso del receptor GHSR-1a, la B-arrestina facilita la activacion de
las vias ERK1/2-MAPK, relacionada con el crecimiento y diferenciacion celular, y

AKT/PKB la cual es importante para la supervivencia y metabolismo celular (Xiao

et al., 2020).
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Figura 12. Vias de sefializacion de GHSR-1a dependientes de ghrelina (Tomado y modificado de
Xiao et al., 2020).

El receptor de la ghrelina es clave en la regulacion de multiples procesos
fisiologicos. Su expresion no se limita a un solo tejido, sino que se encuentra en
diversas estructuras del organismo, incluyendo las glandulas gastricas, el

hipotalamo y la glandula pituitaria, células inmunes, islote pancreatico, glandula
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suprarrenal, glandula tiroides, pulmones, préstata, higado y rifiones (Jiao & Luo,
2022).

GHSR desempefia un papel crucial en una amplia gama de funciones
fisiologicas que impactan diversos sistemas del cuerpo humano. Desde la
regulacion de la liberacién de hormonas clave como la hormona de crecimiento, la
hormona adrenocorticotropica y la prolactina, hasta la modulacion del
metabolismo energético, GHSR influye en procesos fundamentales para el
equilibrio homeostatico. Ademas, este receptor esta involucrado en la regulacion
de la motilidad y secrecion gastrointestinal, la proliferacién celular, la proteccion
contra la apoptosis, y la atenuacidon de respuestas inflamatorias, sugiriendo su
impacto tanto en la salud celular como en la proteccion de sistemas vitales como

el nervioso y cardiovascular (Yin et al., 2014; Xiao et al., 2020).

Se ha demostrado que GHRL se expresa altamente en diversos tipos de
cancer; entre ellos el de vias biliares, mama, endometrio, rifién, pulmoén,
pancreas, prostata, testiculo, glioblastoma, linfoma de células B grandes, glioma,
mesotelioma y linfoma mieloide agudo, lo cual sugiere un papel patoldgico para el

gen que codifica para ghrelina y su receptor (Lin & Hsiao, 2017).

En este contexto, resulta importante destacar el papel de los secretagogos
en la fisiopatologia del cancer, pues tras ser activados por sus ligandos, pueden
desencadenar cascadas de sefializacion que modulan funciones clave como la
proliferacion, migracion y supervivencia celular. La desregulacion en los
secretagogos 0 su sobreexpresion en tejidos tumorales puede contribuir al
desarrollo y la progresién del cancer al otorgar ventajas funcionales a las células
malignas (Gallagher & LeRoith, 2010; Muta et al., 2020).

Tomando lo anterior en consideracion, surge el interés por el posible efecto

de la ghrelina y su receptor en la progresion del cancer.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 Relacién ghrelina y cancer

En los ultimos afios, la implicacion de la ghrelina en diversas patologias,
incluido el cancer, ha despertado un creciente interés. Se ha demostrado que la
ghrelina, asi como su receptor GHSR-1a, estan expresados en multiples tipos de
tumores y pueden influir en la capacidad proliferativa, migratoria e invasiva de
distintos tipos de células cancerosas. Estos hallazgos sugieren que esta hormona
peptidica desempefa un papel relevante en la progresion del cancer. Sin
embargo, su funcidén exacta en el desarrollo de esta enfermedad aun no esta

completamente esclarecida.

La ghrelina cumple con una variedad de funciones fisiologicas tanto locales
como sistémicas, por lo que podria contribuir al desarrollo y comportamiento del
cancer mediante numerosos procesos, entre ellos la regulacién del metabolismo
energético, la motilidad intestinal, la modulacion del suefo y del apetito, los
efectos antiinflamatorios y la regulacién de la funciéon endocrina (Soleyman-Jahi et
al., 2019).

Estudios en lineas celulares transformadas y no transformadas de tipo
suprarrenal, prostaticas, intestinales malignas, cardiacas, hipofisiarias, mamarias,
pancreaticas y hepatomatosas, demuestran los efectos estimulantes de la

ghrelina sobre la proliferacion celular (Waseem et al., 2014).

La influencia de la ghrelina en la proliferacion, migracion e invasioén celular
se sugiere porque puede activar diversas vias de sefalizacion involucradas en
estos procesos celulares. Dentro de las vias de sefalizacién activadas por
ghrelina, se encuentra PISK/AKT, una de las mas comunmente activadas en los
canceres humanos (Lawrence et al., 2014). La sefial inducida por la interaccién
ghrelina-GHSR-1a, a través del receptor de insulina (ISR-1) y la fosforilacién de
AKT permite la activacion de la via PI3K (Yin et al., 2014). La forma activa de las
tres isoformas de AKT fosforila a una variedad de sustratos relacionados con el
crecimiento, la proliferacién, la supervivencia y el metabolismo celular (Yin et al.,

2014). La estimulacion de PISK-AKT en células cancerosas aumenta la actividad
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de los transportadores de nutrientes y de las enzimas metabdlicas. De esta
manera, la ghrelina puede contribuir a satisfacer las demandas anabdlicas de las

células anormalmente proliferantes (Hoxhaj & Manning, 2019).

Estudios en cardiomiocitos revelaron que la ghrelina, mediante Ila
activaciéon de PI3K-AKT, ademas de promover la proliferacion, migracion y

angiogénesis, inhibe la apoptosis celular (Baldanzi et al., 2002).

La ghrelina también puede activar la via de sefalizacion de la proteina
quinasa activada por mitdgenos (MAPK) en células de las glandulas

suprarrenales, miocitos, adipocitos y osteoblastos (Yin et al., 2014).

La cascada de MAPK induce numerosos procesos, incluida la proliferacion,
diferenciacion, la apoptosis y la respuesta al estrés (Guo et al., 2020). Esta via se
compone por tres quinasas principales: la quinasa quinasa de la MAPK (MKK), la
quinasa de la MAPK (MAPKK), y la MAPK misma. ERK1 y ERK2 son quinasas
reguladas por sefales extracelulares pertenecientes a esta via, son
serina-treonina quinasas conservadas evolutivamente y ubicuas. En condiciones
normales, ERK es importante durante el desarrollo, pero su sobreactivacion esta

relacionada con la progresion del cancer (Guo et al., 2020).

La via de sefnalizacion Ras/Raf/MAPK/MEK/ERK es la cascada mas
destacada entre todas las vias de transduccion de sefiales MAPK y juega un

papel esencial en la supervivencia y el desarrollo de las células tumorales
(Roskoski, 2012).

Otras vias activadas por ghrelina son aquellas asociadas con el objetivo
mecanicista de la rapamicina (MTOR). mTOR es una serina-treonina quinasa
responsable de actuar como un sensor de cambios en el equilibrio energético,
factores de crecimiento, nutrientes y oxigeno (Martins et al., 2012).
Adicionalmente, funge como regulador de la proliferacion celular, el metabolismo
y la sintesis de proteinas (Pena et al., 2020). Especificamente, el complejo 1 de
MmTOR (MTORC1) se ocupa del equilibrio entre los factores estimulantes del
crecimiento y de la disponibilidad de nutrientes. Asi, su participacién en los
mecanismos de proliferacion celular esta dada por su papel como coordinador del

equilibrio entre metabolismo anabdlico y catabdlico (Saxton & Sabatini, 2017).
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mTORC1 también puede ser activado por AKT al fosforilar la proteina del
complejo de esclerosis tuberosa 2 (TSC2) (Hoxhaj & Manning, 2019).

La ghrelina también es capaz de activar CaMKIl y promover la migracion
en células de glioma (Chen et al., 2011). CaMKIl es una serina/treonina quinasa
conocida por su papel fundamental en el aprendizaje y la memoria. Sin embargo,
se descubrid que promueve la migracion e invasividad de células de carcinoma

de colon y de células escamosas de cabeza y cuello (Wang et al., 2015)

En células de cancer gastrico, la migracion, invasiéon y apoptosis mediada
por ghrelina se atribuye a su accion reguladora de la via PISK/Akt/COX-2 (Li et al.,
2021). Otro estudio en cancer gastrico senala que la ghrelina promueve la
progresion del cancer a través de la activacion de la via de sehnalizacion
NF-kB/P65, la cual esta involucrada en numerosas actividades de las células
cancerosas, incluida la inflamacién, transformacion, proliferacidén, angiogénesis,

invasion, metastasis, quimiorresistencia y radioresistencia (Tian et al., 2013)

La mayoria de los estudios donde se emplean lineas celulares cancerosas
para evaluar la influencia de la ghrelina sobre la proliferacién, migraciéon e
invasion celular apuntan hacia un efecto estimulante de estos procesos (ver tabla

1.1), lo cual se puede explicar por los mecanismos ya mencionados.

Trabajos alternativos muestran el efecto inhibitorio de la ghrelina sobre la
progresion del cancer, lo cual puede ser apoyado por la activacion de la
sefalizacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) por medio de su
interaccion con GHSR-1a. La via AMPK promueve la detencion de las vias
metabdlicas de carbohidratos, lipidos y proteinas (Cahova, 2015). Como los
procesos de proliferacion celular requieren una gran cantidad de energia
(Keerthana et al., 2023), se propone que la ghrelina ocasiona un efecto inhibidor

de crecimiento celular anormal.
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Tabla 1. Estudios sobre el efecto de ghrelina acilada sobre la capacidad proliferativa,
migratoria e invasiva de células cancerosas.

Tipo de

Linea

Concentra-

Duracion del

: - . . Efecto Referencia
cancer celular cion tratamiento
PANC1 1
24 h
Pancreético MIAPaCa2 10 nM 1 (Duxbury et
BxPC3 al., 2003)
Capan2
Proliferacion 72h 1
MDA-MB-4
35 0.1, 1. 10, 1 effery et
100r3]/’\; 000 72 h al.. 2005)
T
Mamario MDA;?AB_Z Proliferacion
! © _
assoni,
1000 nM 96h 2001)
MCE-7 !
(Tian et al.,
1y 10 nM 1 2012)
Proliferacién 24 h
1,10 y 100
nM T
(Tian et al.,
2013)
100 nM 48 h 1
AGS
T (
Li et al.,
10 nM 24 h 2021)
T
Gastrico
100 nM 48 h 1
! (Ti |
ian et al.,
100 nM 48 h 2013)
T
SGC7901
1,10 y 100
nM 1
Proliferacién 24 h
1v 10 nM (Tian et al.,
y 1 2012)
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Colorrectal

Pulmonar

Hepatico

Renal

Cerebral

Ovarico

Endometrial

HT-29

Caco-2

CALU-1

HLC-1

H345

HepG2

SW-13

ACHN

A-498

786-0

IK-148
IK-155
IK-169

U251

A2780

Ishikawa

HEC1B

KLE

Proliferacion

Proliferacion

Proliferacion

Proliferacion

Migracion

Proliferacion

Migracion

Migracion

Proliferacion

Proliferacion

1nM

0.1,1,10y
100 nM

1000 nM

10, 100,
1000,
10000 nM

1,10, 100y
1000 nM

100 nM

0.01,0.1, 1,
10, 100 nM

180 y 360
nM

20 nM

50 nM

20 nM

50 nM

10y 30 nM

1nM

0.1, 1,10,

100 y 1000
nM

48 h

72 h

96 h

24 h

48 h

48 h

72 h

48 h

48 h

24 h

24 h

24 h

72h

(Lien et
al.,2016)

(Waseem
etal., 2014)

(Ghe et al.,
2002)

(Tsubouchi
etal.,, 2017)

(Cassoni,
2006)

(Murata et
al., 2002)

(Delhanty
et al., 2007)

(Lin et al.,
2015)

(Farhat et
al., 2025)

(Chen et
al., 2011)

(El-Kott et
al., 2019)

(Fung et
al., 2010)
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ARO

Tiroideo

N-PAP
Coriocarcin JEG-3
oma

DU145

22Rv1

VCaP

LNCaP
Prostatico

PC-3

10, 100,

Proliferacion 1000 nM

100, 250,
500, 1000
pg/mL

Proliferacion

0.01, 1000
nM

10, 100,
1000 nM

10 nM

Proliferaciéon
1y 10 nM

10 nM

5y 10 nM

10, 30, 50
nM

0.01 nM

1000 nM

Migracion 10 nM

48,96 h

48 h

72,96 h

72h

24 h

72h

48,72,96 h

12h

<>

(Volante et
al., 2003)

(Rak-Mardy
faetal.,
2010)

(Cassoni et
al., 2004)

(Lawnicka
etal.,, 2012)

(Hormaech
eaetal.,
2017)

(Yeh et al.,
2005)

(Jeffery et
al., 2002)

(Diaz et al.,
2010)

(Cassoni et
al., 2004)

(Hormaech
eaetal.,
2017)

T(aumento/mejora/asociacion positiva); | (disminucion/asociacion negativa); «»(ningun efecto/sin asociacion).

Como se puede interpretar en este apartado, los resultados sobre el efecto

de la ghrelina en lineas celulares cancerosas aun son controvertidas y esto es

mas notorio en tipos de cancer especificos, como el de prostata.
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2.2 Relacion ghrelina y cancer de préstata

Asi como en otros tipos de cancer, existe una controversia en el papel de la

ghrelina en el cancer de prostata.

En condiciones normales, tanto la ghrelina como su receptor, se expresan
y ejercen acciones endocrinas/paracrinas a nivel de la prostata (Gahete et al.,
2013). Esta hormona peptidica también se expresa en hiperplasia benigna

humana y carcinoma prostatico (Cassoni et al., 2004).

En lineas celulares de cancer de préstata se expresan consistentemente
ghrelina acilada, ghrelina In1 y ghrelina con exdén 3 eliminado, las cuales se han
correlacionado con una mayor agresividad de cancer (Yeh et al., 2005;

Hormaechea et al., 2017).

Aunque diversos datos sugieren una posible relaciéon entre la ghrelina y el
cancer de prostata, aun no se esclarece el papel fisiopatolégico de esta proteina
(Gahete et al., 2013).

El nimero de estudios respecto a este tema es reducido y los informes
generados hasta la fecha son contradictorios. Algunos estudios demuestran que
la ghrelina acilada aumenta la proliferacion de lineas celulares de prostata (Yeh et
al., 2005; Hormaechea et al., 2017; Jeffery et al., 2002) posiblemente a través de
la via MAPK/ERK y/o PI3BK/AKT/mTOR (Yeh et al., 2005).

Por otra parte, existen estudios donde la ghrelina presenté un efecto
antiproliferativo y proapoptético en células de cancer de préstata (Diaz et al.,
2010; Lawnicka et al., 2012; Cassoni et al., 2004), y otra investigacion mostré un
efecto nulo de la ghrelina en migracién y proliferacion celular (Hormaechea et al.,
2017).

Los estudios existentes sobre el papel de la ghrelina en el cancer de
prostata se centran en evaluar su efecto en la proliferacion celular y han dejado
de lado su influencia en la migracion celular. Hasta la fecha, solo el estudio
realizado por Hormaechea y colaboradores (2017) abord6 especificamente el

impacto de la ghrelina acilada en la migracién de células PC-3. Sus resultados
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indicaron que una concentracion de 10 nM de ghrelina acilada no altera la

capacidad migratoria de dichas células.

Considerando esta informacion, resalta la importancia de realizar mas
estudios para comprender el verdadero papel de la ghrelina en el cancer de

prostata.
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ll. JUSTIFICACION

El cancer de préstata es la segunda neoplasia mas frecuentemente
diagnosticada y la quinta causa de mortalidad asociada al cancer en la poblacion
masculina. Cada ano se detectan mas de 1.4 millones de casos nuevos a nivel
mundial y en 2022 ocurrieron 397,430 muertes por esta causa. El cancer de
prostata progresa de forma inadvertida desde sitios confinados hasta formas
agresivas y metastasicas, las cuales dan lugar a un peor prondstico para el
paciente. A pesar de los avances recientes en el tratamiento del cancer de
prostata, continua siendo necesaria la busqueda de nuevos marcadores

prondsticos y posibles dianas terapéuticas para esta enfermedad.

La comprension de los mecanismos moleculares involucrados en el
desarrollo de cancer de prostata metastasico, incluyendo la regulacién de la
proliferacion y migracion celular, resultan importantes para desarrollar estrategias

terapéuticas para combatir esta enfermedad.

La ghrelina, una hormona principalmente reconocida por su papel en la
regulacion del apetito y el metabolismo, se ha propuesto como un regulador

importante en procesos tanto fisioldgicos como patoldgicos, incluyendo el cancer.

Estudios in vitro han demostrado que la ghrelina puede influir en la
capacidad proliferativa, migratoria e invasiva de células provenientes de diversos
tipos de cancer, no obstante, su papel no es totalmente claro en el cancer de

préstata y no se han realizado estudios suficientes.

En el contexto de comprender los mecanismos de regulacion de la
migracion celular en el cancer de prostata, esta investigacion se centra en
explorar el efecto de la ghrelina sobre la capacidad proliferativa y migratoria de

las células de cancer de prostata resistente a la castracion, linea celular PC-3.

Este estudio permitira reconocer la importancia de la ghrelina en el proceso
de metastasis en cancer de prostata, contribuira al conocimiento actual sobre la
migracion celular en este tipo de cancer y dara pie a la mejora de las
consideraciones terapéuticas orientadas a prevenir o frenar la progresion

metastasica de esta enfermedad.
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IV. HIPOTESIS

La ghrelina acilada exdgena estimula la capacidad proliferativa y migratoria de la

linea tumoral PC-3, derivada de cancer de préstata.

V. OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el efecto de la ghrelina acilada sobre la capacidad proliferativa y

migratoria de las células tumorales humanas PC-3.

Objetivos particulares

1. Identificar la presencia del ARNm que codifica para el receptor de ghrelina
GHSR-1a en células PC-3.

2. Comparar la capacidad proliferativa de células PC-3 tratadas y no tratadas

con ghrelina acilada mediante conteo celular en camara de Neubauer.

3. Comparar la capacidad migratoria de células PC-3 tratadas y no tratadas

con ghrelina acilada mediante ensayos en camara Transwell.

4. Evaluar el nivel de expresion de ARNm que codifica para factores de
transcripcion asociados a la EMT, asi como marcadores moleculares
epiteliales y mesenquimales en células PC-3 en presencia y ausencia de

ghrelina acilada.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cultivo de la linea celular PC-3

La linea celular PC-3 se obtuvo a partir de una metastasis vertebral lumbar
de un adenocarcinoma de préstata de grado IV de un hombre caucasico de 62
afos (Saranyutanon et al., 2020). Las células PC-3 crecen en modalidad
monocapa y exhiben caracteristicas de un adenocarcinoma pobremente
diferenciado que expresa CK7, CK8, CK18 y CK19, pero no AR y PSA (Figura
13) (Saranyutanon et al., 2020).

Las células PC3 poseen la capacidad de replicar el comportamiento
metastasico observado en pacientes con este tipo de cancer, por lo que son un
modelo adecuado para investigar los mecanismos moleculares y factores que

subyacen la propagaciéon metastasica (Hera BioLabs, 2024).

ATCC Number: CRL-1435
Designation: PC-3

& i, i ' " ry. o
Low Density Scale Bar= 100um  High Density Scale Bar = 100pum

Figura 13. Morfologia de células PC-3. Microfotografias de células sembradas a baja densidad
(izquierda) y a alta densidad (derecha) (Imagen tomada de ATCC).
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Las células se cultivaron en matraces de poliestireno de 25 cm? utilizando
medio de cultivo Advanced-DMEM (Gibco®), suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB), 1% de L-glutamina y 1% de wuna solucién
antibiética-antimicética compuesta por 10,000 ug/mL de estreptomicina, 10,000
unidades/mL de penicilina y 25 pg/mL de anfotericina B. Los cultivos se
mantuvieron en un ambiente controlado a 37 °C, con una atmdsfera humeda

compuesta por un 5% de CO: y un 95% de aire.

El medio de cultivo se renové cada 48 horas y, cada 7 dias, las células se
sometieron a un proceso de tripsinizacion. Primero se retir6 el medio de cultivo,
se realizaron dos lavados con 5 mL de PBS estéril y se adicionaron 2 mL de
solucion de tripsina-EDTA al 0.25%. Una vez desprendidas las células, se
afadieron 4 mL de medio de cultivo suplementado con SFB para desactivar la
enzima. La suspensién celular resultante se recolecté en un tubo coénico estéril y
se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. Tras eliminar el sobrenadante, el
pellet celular se resuspendié en medio de cultivo fresco. Finalmente, se tomaron
alicuotas de la suspensién celular para regenerar el cultivo madre y para realizar
cultivos en cajas Petri de 35 mm, los cuales fueron empleados para llevar a cabo

los ensayos de conteo celular, migracion celular y RT-PCR.

6.2. Conteo celular

Las células PC-3 fueron sembradas en placas Petri de 35 mm de diametro.
Una vez que alcanzaron una confluencia de 60%, se tratd el cultivo con ghrelina
(BioVision) a una concentracion de 100 nM durante un periodo de 48 horas,
renovando el medio cada 24 horas y manteniendo la concentracion del
tratamiento. Posteriormente, las células fueron tripsinizadas y resuspendidas en
medio de cultivo. Se tomo6 una alicuota de 10 yL de la suspension celular y se
mezclé con 40 pL de azul de tripano (CORNING). El recuento de células viables
se realizé empleando un hemocitémetro (BLAUBRAND) bajo microscopia optica a
10X. Finalmente, se realizaron los calculos correspondientes para determinar el

numero total de células.
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6.3. Ensayos de migracion en camara Transwell

Las células PC-3 se sembraron en placas Petri de 35 mm de diametro. Al
alcanzar una confluencia de 60%, el cultivo se traté con ghrelina (BioVision) a una
concentracion de 100 nM durante 48 horas. El medio se renovo a las 24 horas y

se mantuvieron las condiciones iniciales.

Tras finalizar el tratamiento, se retiré el medio de cultivo y las células se
lavaron dos veces con 1 mL de PBS estéril. Posteriormente, se adicionaron 500

ML de solucion de tripsina-EDTA y las células se incubaron durante 5 minutos.

La accion de la tripsina se neutralizé afiadiendo 750 pyL de medio de cultivo
completo, y la suspension celular se recolecté en un tubo Eppendorf. La muestra
se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos en una microcentrifuga (Centrifuge
5415 D, Eppendorf). Se descarté el sobrenadante, y el pellet celular se
resuspendido en medio de cultivo libre de SFB. Finalmente, se realizé un conteo
celular tomando una alicuota de 10 pL de la suspensién celular, tal como se

describié previamente.

El ensayo se realizé en placas de 24 pozos con insertos de tereftalato de
polietileno con poros de 8 pym de diametro (CORNING). En el compartimento
superior de cada inserto, se afnadio el volumen de suspension celular con 20,000
células, asi como medio libre de suero para tener un volumen final de 300 pL. En
el compartimento inferior, se adicionaron 750 pL de medio de cultivo
suplementado con 10% de SFB, el cual actué como quimioatrayente. En ambos
compartimentos, la concentracion de ghrelina se mantuvo a 100 nM durante el

ensayo.

Las células se incubaron en las camaras de migracién durante 16 horas a
37 °C con una atmésfera compuesta por un 5% de CO: y un 95% de aire. Al
finalizar el tiempo, se retiré el medio de ambos compartimentos. Enseguida, se
removieron las células que quedaron en la parte superior de la membrana del
inserto utilizando un hisopo de algoddén, mientras que las células migradas y
adheridas a la parte inferior de la membrana del inserto, fueron fijadas con 1 mL
de solucion metanol/acetona (dilucién 1:1) durante 20 minutos y tefiidas con 1 mL

cristal violeta 0.05% por 20 minutos.
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Finalmente, se tomaron 5 microfotografias de 5 campos aleatorios
utilizando el objetivo de 10X en un microscopio de campo claro. Finalmente, el

conteo de las células migradas se realizo utilizando el programa Image J.

6.4. Ensayo de RT-PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa

con transcriptasa reversa).
6.4.1. Extraccion de ARN total

Las células se cultivaron en cajas Petri de 35 mm y una vez alcanzada una
confluencia del 90%, se realizd la extraccion de ARN total utilizando el kit
comercial FavorPrep™, Tissue total RNA Purification Mini (FLAVORGEN),

siguiendo las indicaciones del fabricante.

Primero se retiro el medio de cultivo de las placas y se realizaron dos
lavados con 1 mL de PBS 1X, enseguida, se anadieron 500 uL de tripsina y se
dej6é incubar por 5 minutos. Posteriormente se adicionaron 750 yL de medio
completo y se recolectd todo el volumen en un tubo Eppendorf de 1.5 mL el cual

se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos.

Seguidamente, se descarté el sobrenadante dejando unicamente el pellet
formado, el cual se resuspendié en 350 uL de Buffer de lisis suplementado con
1% de B-mercaptoetanol. EI homogenado celular se transfiri6 a una columna con
filtro blanco colocada dentro de un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugd a
13000 rpm por 2 minutos. Al volumen filtrado se le adicionaron 350 pL de etanol
al 70% y se vortexe6 por 5 segundos. A continuacion, se recuperd todo el
volumen del tubo y se transfirid a una columna con filtro rojo colocada dentro de
un tubo colector para después centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos. Acto
seguido, se desechd el contenido del tubo colector, sobre el filtro rojo se
agregaron 400 uL de Buffer de lavado 1, se centrifugd a 13000 rpm por 2 minutos
y se decanto el liquido del tubo colector. Ulteriormente se colocaron 400 pL de
Buffer de lavado 2 sobre el filtro rojo y se centrifugd a 13000 rpm por 2 minutos.
Este ultimo paso se repiti6 una vez mas y posteriormente el filtro rojo se

centrifugd en seco a 13000 rpm por 2 minutos.
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Después, se transfirio el filtro rojo a un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL, se
colocaron sobre el filtro rojo 30 pyL de agua libre de RNAsas y se dejo reposar por
3 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se centrifugd el tubo con el filtro

rojo a 13000 rpm por 3 minutos para obtener el RNA total.
6.4.2. Cuantificacion y determinacion de la pureza del ARN

Posterior a la extracciéon de ARN total, se cuantificd la concentracion y calidad del
extracto mediante espectrofotometria. Se hizo una dilucién de 4 pL de la muestra
con 196 uL de agua inyectable para obtener un volumen final de 200 uL. Para
calcular la concentracion se evalud la absorbancia de la muestra a una longitud
de onda de 260 nm, mientras que la integridad del ARN se determiné a partir del
cociente de la absorbancia a 260 nm y 280 nm (A260/A280). Para los ensayos de
RT-PCR, se consideré una muestra de buena calidad cuando el valor del cociente
A260/A280 se encontrd en un rango de 1.7-2.0.

6.4.3. Transcripcion reversa

A partir del ARN total extraido y purificado se realizé la sintesis de ADN
complementario (cDNA) utilizando el kit comercial High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems) siguiendo las indicaciones del fabricante. El

mix de reaccion utilizado se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Mix de reaccion para retrotranscripcion.

Reactivo Cantidad
Buffer RT 4 uL
dNTPs 1L
Random primers 1 uL
Reverse transcriptase 0.5puL

El proceso se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler gradient X50s

(Eppendorf®) bajo las condiciones mostradas en la Figura 14.
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85°C

5 min

37°C
120
25°C min

10 min

4°C
Figura 14. Temperaturas utilizadas en el ciclo de retrotranscripcion.

El volumen final de cada tubo fue de 20 pL, de forma que se complementa con
agua de grado molecular y el volumen respectivo de muestra para tener una

concentracion final de 2 ug/pL de ARN.
6.4.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir del cDNA obtenido en la transcripcion reversa, se realizé la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para la identificacién de los genes de interés que
se muestran en la tabla 4. Los oligonucledtidos utilizados fueron disefados por el
grupo del Laboratorio de Neuroendocrinologia y sintetizados por T4OLIGO y
Sigma-Aldrich.

Se utilizé el kit DreamTaq PCR Master Mix (Thermo Scientific). EI mix de reaccion

utilizado se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Mix de reaccién para PCR.

Reactivo Cantidad
DreamTaq Green 10 yL
Primer Fw 1 uL
Primer Rv 1 uL
Agua 6 uL
Muestra RT 2 uL
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El proceso se llevd a cabo en un termociclador Mastercycler gradient X50s

(Eppendorf®)

94°C

bajo las condiciones mostradas en la Figura 15.

94°C

30 min

. 72°C 72°C
30 min

1 min 1 min

30 min

61.2-72.9 °C

4°C

35 ciclos

Figura 15. Protocolo para cada ciclo de la PCR.

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para ensayos de PCR de punto final.

Tamano del
. . . x . Tm .
Primer Direccién Secuencia o amplificado
(°C) b
(pb)
Forward CGTGTCCTTTGTCCTCTTCTAC
GHSR-1a 62.7 242
Reverse TGTGCTATGTCTTCCGGTTTAG
Forward TACCAGGAGGTGAGGATAAA
Ki-67 62.6 413
Reverse CTGCACTGGAGTTCCCATAAA
Forward ATCCTCCAAAGTTGCACCAG
Ciclina E1 64.5 259
Reverse AGGCAGTCAACATCCAGGAC
Forward TTGGTGTCACTGCCATGTTT
Ciclina B1 63.6 314
Reverse TAAGCAAAAAGCTCCTGCTG
Forward TCCATTTCTTGGTCTACGCCT
E-Cadherina 64.2 363
Reverse CACCTTCAGCCATCCTGTTT
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Vimentina

Fibronectina

a-SMA

SNAIL-1

SNAIL-2

TWIST 1

ZEB 1

B-actina

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward

Reverse

AGAACCTGCAGGAGGCAGAAGAAT

CTTCCATTTCACGCATCTGGTA

CTGAGACCACCATCACCATTAG

GGGCTCGCTCTTCTGATTATT

CTCAGCAGTAGTAACGAAGGAA

GACCCTGAAGTACCCGATAGA

CCTTCGTCCTTCTCCTCTACTT

GGCACTGGTACTTCTTGACATC

CTCTCTCCTCTTTCCGGATACT

CAGTGCAGCTGCTTATGTTTG

GGAGTCCGCAGTCTTACGAG

TCTGGAGGACCTGGTAGAGG

GTGGCATACACCTACTCAACTAC

CGTTCTTCCGCTTCTCTCTTAC

CAAGAGATGGCCACGGCTGCT

TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA

71.5

63.8

61.9

62.1

62.6

64.0

61.2

72.9

201

476

421

388

236

201

458

275

6.4.5. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR amplificados fueron separados mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefiido con Bromuro de etidio.

Para la preparacién del gel, se disolvieron en un matraz Erlenmeyer 0.6 g

de agarosa en 50 mL de Buffer TAE 1X aplicando calor durante 1 minuto. El

matraz se agitd vigorosamente hasta conseguir una solucion completamente

homogénea. Enseguida, se afiadieron 4 pL de bromuro de etidio, el matraz se

agitd nuevamente y se vertié en la camara de electroforesis para dejarse gelificar

por 25 minutos a temperatura ambiente.
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El gel se cargd con 8.7 uL de muestra para cada pocillo. Como marcador
se empleo el patron de ADN comercial Gene Ruler 100 pb DNA Laddery (Thermo
Scientific, EUA)

La separacion electroforética se llevé a cabo en Buffer TAE 1X a 65 V por
80 minutos. Finalmente, el gel se reveld utilizando un fotodocumentador (Axygen

GD-1000, Corning) y se obtuvieron tres fotografias.

6.4.6. Densitometria

Se realizo el analisis densitométrico de las bandas obtenidas empleando el
software ImagedJ, el cual es proporcionado gratuitamente por el Instituto Nacional
de Salud de los Estados Unidos de América (NIH).

6.5. Analisis de datos

Al finalizar la fase experimental, se realizdé el analisis e interpretaciéon de los
resultados empleando el software SigmaPlot 12.5 (Jandel Corporation, EUA).

Se empled la prueba estadistica de t de Student para evaluar la diferencia entre
el grupo control y el tratado con ghrelina 100 nM. Se consider6 un valor
estadisticamente significativo cuando *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. Los datos
graficados se muestran como la media + E.E.M (error estandar de la media) de

tres experimentos independientes.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Las células PC-3 expresan el ARNm que codifica para la
isoforma 1a del receptor secretagogo de la hormona de crecimiento
(GHSR-1a)

En primera instancia se decidié confirmar que las células PC-3 utilizadas
en nuestro trabajo de tesis, expresan el ARNm codificante para la isoforma 1a del
receptor secretagogo de la hormona de crecimiento (GHSR-1a) la cual se ha
identificado como aquella que transduce la senal de ghrelina acilada. Mediante
ensayos de RT-PCR se determind que el modelo celular efectivamente expresa el
ARNmM codificante para GHSR-1a y no varia en presencia o ausencia de ghrelina

acilada 100 nM, tal como se observa en la Figura 16.

A B
1.2 4
Control Ghrelina
GHSR-1a 1.0 4
(242 bp)
0.8
B-actina
(275 bp) 0.6 -

0.4

0.2

Nivel de expresion del ARNm que
codifica para GHSR-1a

0.0
Control Ghrelina

Figura 16. Las células PC-3 expresan el ARNm que codifica para GHSR-1a y su nivel de
expresion no depende de la presencia de ghrelina. Las células PC-3 fueron tratadas con
ghrelina 100 nM por 48 horas, posteriormente se determiné el nivel de expresion del ARNm
codificante para GHSR-1a mediante ensayos de RT-PCR. A) Bandas correspondientes a la
expresion del ARNm que codifica para GHSR-1a. B) Grafico de barras resultante de la
densitometria de cada condicién. Se confirmé que la linea tumoral PC-3 expresa la isoforma del
receptor secretagogo de la hormona de crecimiento. No se observd una diferencia significativa
entre el grupo control y el tratado con ghrelina 100 nM. Los valores mostrados se expresan
normalizados respecto a f-actina, y representan la media + E.E.M de tres experimentos
independientes.
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7.2. ElI tratamiento con ghrelina aumenta la capacidad
proliferativa en células PC-3

A continuacion, se procedid a evaluar el efecto de la ghrelina sobre la
capacidad proliferativa de células PC-3 mediante la realizacion de conteos
celulares empleando un hemocitometro. Los resultados mostraron que las células
tratadas con ghrelina acilada 100 nM durante 48 horas tuvieron un crecimiento
acelerado, de forma que se alcanzd una poblacién celular 40% mayor en

comparacion con el grupo control (Figura 17).

160 *
140

120

100 +

80

60 -

Conteo celular (%)

40 -

20

Control Ghrelina

Figura 17. El tratamiento con ghrelina aumenta la capacidad proliferativa en células PC-3.
Las células PC-3 fueron tratadas con ghrelina 100 nM por 48 horas, enseguida se evalué la
proliferacion mediante un recuento de células viables ocupando el colorante diferencial azul de
tripano y un hemocitémetro. Se observé un aumento en la poblacién celular de aproximadamente
40% en el grupo de ghrelina en comparacion con el grupo control. Los valores mostrados se
expresan normalizados respecto al control, y representan la media + E.E.M. Gréfico resultante de
tres experimentos independientes (*p<0.05).

Con el objetivo de identificar los elementos moleculares relacionados con
el incremento observado en la poblacidn celular, se evalud el nivel de expresion
del ARNm que codifica para marcadores moleculares asociados a la proliferacién
y la regulacion del ciclo celular: Ki-67, Ciclina E1 y Ciclina B1, mediante ensayos
de RT-PCR de punto final. Después de 48 horas de tratamiento con ghrelina 100
nM, se extrajo el ARNm de las células PC-3 y se observd un aumento
significativo, de aproximadamente 17%, en la expresion del ARNm que codifica

para Ki-67, en comparacion con el grupo control. Caso contrario con ambas
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ciclinas, las cuales mostraron una tendencia a la baja sin diferencia significativa
(Figura 18).

A B C

Control Ghrelina Control Ghrelina Control Ghrelina

Ki-67 Ciclina E CiclinaB
(413 bp) (259 bp) (314 bp)
B-actina B-actina
(275 bp) (275 bp)

B-actina
(275 bp)

0.8 0.8 -

0.8
0.6 0.6

0.6

0.4 0.4

0.4

codifica para Ciclina E
codifica para Ciclina B

0.2 1 0.2 -

0.2

Nivel de expresion del ARNm que
codifica para Ki-67

Nivel de expresion del ARNm que

Nivel de expresion del ARNm que

0.0 0.0 0.0
Control Ghrelina Control Ghrelina Control Ghrelina

Figura 18. El tratamiento con ghrelina aumenta la expresion de Ki-67 en células PC-3. Las
células PC-3 fueron tratadas con ghrelina 100 nM por 48 horas, posteriormente se determiné el
nivel de expresiéon del ARNm codificante para Ki-67, Ciclina E1 y Ciclina B1 mediante ensayos de
RT-PCR. Expresion del ARNm que codifica para A) Ki-67, B) Ciclina E1 y C) Ciclina B1. La
expresion de (-actina se utilizé6 como control interno. Las células tratadas con ghrelina mostraron
un aumento significativo en la expresion de Ki-67 del 17% en comparacién con las células control.
Por otra parte, la expresiéon de Ciclina E1 y Ciclina B1 mostraron una reduccién no significativa.
Los valores mostrados se expresan normalizados respecto a (3-actina, y representan la media +
E.E.M de tres experimentos independientes (***p<0.001).

7.3. El tratamiento con ghrelina aumenta la capacidad migratoria

en células PC-3

Para determinar si la ghrelina acilada tiene un efecto sobre la capacidad
migratoria de células tumorales PC-3, las células fueron tratadas con ghrelina 100
nM durante 48 horas, posteriormente se realizaron ensayos en camara Transwell.
De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 19, se determin6 que la
ghrelina promueve la capacidad migratoria de células PC-3, debido a que el grupo
tratado exhibié un incremento significativo del 60% en comparacién con las

células no tratadas.
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Figura 19. El tratamiento con ghrelina aumenta la capacidad migratoria en células PC-3. Las
células PC-3 fueron mantenidas en presencia de ghrelina 100 nM durante 48 horas,
posteriormente se cosecharon y emplearon para ensayos de migracion en camara Transwell. A)
Se muestran micrografias representativas (10X) del ensayo de migracién. B) Cuantificacién de la
migracion celular. Se observa una mayor migracién en el grupo tratado con ghrelina 100 nM en
comparaciéon con el grupo control, con una diferencia de aproximadamente 60%. Los valores
mostrados se expresan normalizados respecto al control, y representan la media + E.EM
resultante de tres experimentos independientes (***p<0.001).

7.4. EI tratamiento con ghrelina promueve el fenotipo
mesenquimal en células PC-3

Mediante ensayos en camara Transwell, se observé un aumento del 60%
en la migracion de las células tratadas en comparacion con el grupo control. Para
explorar los mecanismos asociados a este fendmeno, se analizé el nivel de
ARNm codificante para los marcadores moleculares a-SMA, vimentina y
fibronectina, proteinas clave en la EMT y la remodelacion del citoesqueleto. Se
observo que el tratamiento con ghrelina generé un aumento significativo en la
expresion del ARNm codificante para a-SMA y vimentina del 3% y 48%,
respectivamente. La expresion del ARNm codificante para fibronectina no reflejo

cambios significativos (Figura 20).
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Figura 20. El tratamiento con ghrelina aumenta la expresiéon de vimentina y a-SMA en
células PC-3. Las células PC-3 fueron tratadas con ghrelina 100 nM por 48 horas, posteriormente
se determind el nivel de expresion del ARNm codificante para a-SMA, vimentina y fibronectina
mediante ensayos de RT-PCR. Se muestra la expresion del ARNm que codifica para A) a-SMA, B)
Vimentina y C) Fibronectina. En comparacién con el grupo control, las células tratadas con
ghrelina mostraron un aumento significativo en la expresiéon a nivel de ARNm de los marcadores
moleculares del fenotipo mesenquimal a-SMA y vimentina del 3% y 46% respectivamente. Por
otra parte, la expresion de Fibronectina no tuvo cambios significativos al comparar ambos grupos.
Los valores mostrados se expresan normalizados respecto a [-actina, y representan la media +
E.E.M de tres experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01).

7.5. El tratamiento con ghrelina inhibe el fenotipo epitelial en
células PC-3

La adhesion celular es un factor clave en la regulacion de la migracion y
plasticidad celular. Previamente se observdé un aumento en la expresion de
a-SMA y vimentina, lo que sugiere una posible transicidn hacia un fenotipo
mesenquimal. Para complementar estos hallazgos, se evalud la expresion de
E-cadherina, una proteina central en la adhesion célula-célula y en el

mantenimiento del fenotipo epitelial.

Los resultados de los ensayos de RT-PCR demostraron que las células
tratadas con ghrelina 100 nM exhibieron una disminucion significativa en la
expresion de E-cadherina del 30% en comparacion con el control (Figura 21). De

forma que los cambios observados en a-SMA y vimentina estan acompanados de
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una reduccion en la cohesion celular, lo cual favorece la migracién y
reprogramacion fenotipica de las células de cancer de prostata empleadas en

este estudio.

Control Ghrelina
E-cadherina

(363 bp)
B-actina
(275 bp)

1.2 4

1.0 -

*

0.8
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Nivel de expresion del ARNm que
codifica para E-cadherina

0.0
Control Ghrelina

Figura 21. El tratamiento con ghrelina disminuye Ila expresion de E-cadherina en células
PC-3. Las células PC-3 fueron tratadas con ghrelina 100 nM por 48 horas, posteriormente se
determiné el nivel de expresion del ARNm codificante para E-cadherina mediante ensayos de
RT-PCR. Se muestran las bandas correspondientes a la expresion del ARNm que codifica para
E-cadherina y el gréafico de barras resultante de la densitometria de cada condicion. Las células
tratadas con ghrelina mostraron una disminucién significativa en la expresion de E-cadherina del
30% en comparacion con las células control. Los valores mostrados se expresan normalizados
respecto a [-actina, y representan la media + E.E.M de tres experimentos independientes
(*p<0.05).

7.5. Ghrelina promueve la expresion del ARNm que codifica para
factores de transcripcion asociados a la transicion
epitelio-mesénquima en células PC-3

La EMT es un proceso clave en la adquisicion de un fenotipo migratorio y
mesenquimal. En analisis previos, se observé un aumento en la migracion celular,
acompafnado de una mayor expresidon de a-SMA y vimentina, asi como la
reduccion de E-cadherina. Finalmente, para profundizar en el esclarecimiento de

la regulacion molecular de los cambios observados, se analizé la expresion de los
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factores de transcripcion SNAIL-1, SNAIL-2, ZEB-1 y TWIST-1, conocidos
reguladores de la EMT.

En el grupo tratado con ghrelina, la expresion de SNAIL-1 disminuyo
significativamente en un 11 % respecto al control. Por otro lado, SNAIL-2 presenté

un incremento significativo del 8 % en esta condicion (Figura 22).

Control Ghrelina Control Ghrelina
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Nivel de expresion del ARNm que
codifica para SNAIL-1
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Figura 22. EIl tratamiento con ghrelina modifica la expresion de SNAIL-1 y SNAIL-2 en
células PC-3. Las células PC-3 se trataron con ghrelina 100 nM por 48 horas, posteriormente se
determiné el nivel de expresion del ARNm codificante para SNAIL-1 y SNAIL-2 mediante ensayos
de RT-PCR. Se muestra la expresion del ARNm que codifica para A) SNAIL-1 y B) SNAIL-2. Las
células tratadas con ghrelina mostraron una disminucion significativa en la expresion de SNAIL-1
de aproximadamente 11% respecto al control. Por ofra parte, la expresion a nivel ARNm de
SNAIL-2 presentd un aumento significativo del 8% en el grupo de ghrelina en comparacién con el
control. Los valores mostrados se expresan normalizados respecto a [-actina, y representan la
media + E.E.M de tres experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01).

En el grupo tratado con ghrelina, ZEB-1 mostr6 una tendencia al aumento;
sin embargo, la diferencia con el grupo control no fue estadisticamente
significativa. En contraste, la expresion de TWIST-1 fue significativamente mayor
en el grupo tratado, registrando un incremento del 37% en comparacion con el

control (Figura 23).
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Figura 23. El tratamiento con ghrelina aumenta la expresion de ZEB1 y TWIST-1 en células
PC-3. Las células PC-3 fueron tratadas con ghrelina 100 nM por 48 horas, posteriormente se
determiné el nivel de expresion del ARNm codificante para ZEB-1 y TWIST-1 mediante ensayos
de RT-PCR. Se muestra la expresion del ARNm que codifica para A) ZEB-1 y B) TWIST-1. Las
células tratadas con ghrelina mostraron una tendencia a la alta en la expresiéon de ZEB-1 y un
aumento significativo en la expresion de TWIST-1 de aproximadamente el 37% en comparacion
con las células control. Los valores mostrados se expresan normalizados respecto a (-actina, y
representan la media £+ E.E.M de tres experimentos independientes (*p<0.05).
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VIIl. DISCUSION

El cancer de préstata es un problema de salud publica a nivel mundial ya
que representa la segunda neoplasia mas comun en hombres y ocupa el quinto
lugar de mortalidad en la poblacion masculina (Globocan, 2022). La metastasis es
la etapa mas critica del cancer de prostata, pues solo el 30% de los pacientes con
cancer de prostata metastasico tiene un periodo de sobrevida de 5 anos (Robello
et al., 2021).

Dentro de los factores que regulan la progresiéon y diseminacion del cancer
de prostata, se ha identificado a la ghrelina acilada como un factor con posibles
implicaciones en la proliferacion y migracion celular. Sin embargo, su papel
especifico en la progresion metastasica del cancer de prostata aun no se
comprende completamente. Por ello, el propdsito del presente trabajo fue evaluar
el efecto de la ghrelina acilada sobre el potencial metastasico en la linea celular

de cancer de préstata PC-3.

La ghrelina, a través de su receptor (GHSR-1a) desencadena una variedad
de senales que se correlacionan con la malignidad de células cancerosas y la
progresion del cancer, incluido el de prostata (Lin & Hsiao, 2017). La expresion de
GHSR-1a se ha confirmado, mediante RT-PCR, en diferentes lineas celulares de
cancer de préstata, incluidas ALVA41, DU145, LNCaP y PC-3 (Jeffery et al., 2002;
Diaz et al., 2010). Consistentemente con lo reportado, en este trabajo se confirmé
la expresion del receptor de ghrelina a nivel de ARNm en la linea celular PC-3.
Los resultados demostraron que al exponer células PC-3 a ghrelina acilada a una
concentracion de 100 nM no influy6 sobre la expresion del ARNm codificante para
GHSR-1a.

En diversos modelos de cancer, se ha reportado que el tratamiento con
ghrelina acilada exdgena puede inducir efectos contradictorios. Estudios en lineas
celulares de cancer pancreatico, como PANC-1, MIAPaCa-2, BxPC-3 y Capan-2,
han demostrado que la ghrelina promueve la proliferacion celular (Duxbury et al.,
2003). De manera similar, el tratamiento con ghrelina en las lineas celulares de
cancer de mama MDA-MB-435 y MDA-MB-231 resultd en un incremento en su

capacidad proliferativa (Jeffery et al., 2005). Este efecto también se ha observado
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en células de cancer gastrico, especificamente en las lineas AGS y SGC-7901
(Tian et al., 2012; Tian et al., 2013), asi como en lineas de cancer colorrectal,
incluyendo HT-29 y Caco-2 (Lien et al., 2016; Waseem et al., 2014). Asimismo, se
ha reportado un aumento en la proliferaciéon celular inducido por ghrelina en
células de carcinoma hepatocelular HepG2 (Murata et al., 2002), carcinoma renal
SW-13 (Delhanty et al., 2007) y cancer de endometrio en las lineas Ishikawa,
HEC-1B y KLE (Fung et al., 2010). Sin embargo, en algunos modelos de cancer,
la ghrelina acilada ha mostrado un efecto opuesto al previamente descrito,
inhibiendo la proliferacion celular. En las lineas celulares de cancer de mama
MDA-MB-231 y MCF-7, su tratamiento resulté en una reduccion de la proliferacion
celular (Cassoni, 2001), efecto que también se observd en células de cancer de
pulmén H345 (Cassoni, 2006) y en lineas de carcinoma tiroideo ARO y N-PAP
(Volante et al., 2003).

En cuanto a cancer de prostata, los estudios sobre el efecto de la ghrelina
acilada han sido limitados y han arrojado resultados contradictorios. En la linea
celular DU145, se ha reportado una disminucion en la proliferacion tras el
tratamiento con concentraciones de 0.01 a 1000 nM por 72 y 96 horas (Cassoni et
al., 2004). De manera similar, Lawnicka et al. (2012) observaron una reduccion
proliferativa al tratar estas células con 10, 100 y 1000 nM de ghrelina durante 72
horas. Sin embargo, Hormaechea et al. (2017) no detectaron diferencias
significativas en la proliferacion de DU145 cuando se expusieron a 10 nM de
ghrelina por 24 y 48 horas. Estos ultimos investigadores tampoco encontraron
efectos en las lineas VCaP y LNCaP; no obstante, en la linea 22Rv1, la ghrelina
incrementd la proliferacion celular tras 24 horas de tratamiento. En contraste con
los hallazgos de Hormaechea et al. (2017), Yeh et al. (2005) evidenciaron un
aumento en la proliferacion de células LNCaP tras el tratamiento con 1y 10 nM
de ghrelina durante 72 horas, lo que sugiere un posible efecto estimulador

dependiente de la dosis y el tiempo de exposicion.

En la linea celular PC-3, se ha reportado un efecto inhibitorio con
concentraciones de 10, 30 y 50 nM por 72 horas (Diaz et al., 2010), no obstante,
otros estudios han demostrado que la ghrelina potencia la proliferacién en esta
linea celular. Cassoni et al. (2004) describieron un efecto bifasico: mientras que

concentraciones elevadas (1000 nM) por 48, 72 y 96 horas redujeron la
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proliferacion, concentraciones bajas (0.01 nM) durante el mismo tiempo
promovieron un incremento en la proliferacién celular. De manera coherente con
este efecto proliferativo, Yeh et al. (2005) encontraron que el tratamiento con 10
nM de ghrelina acilada por 72 horas aumento la proliferacion de células PC-3. De
forma similar, Jeffery et al. (2002) reportaron que concentraciones de 5y 10 nM
durante 72 horas promovieron significativamente la proliferaciéon en esta misma

linea celular.

En concordancia con estos estudios, en el presente trabajo se demostro
que la ghrelina acilada a 100 nM promueve un incremento significativo del 40 %
en el numero de células contadas en comparacion con el control. Este hallazgo
sugiere que la ghrelina puede actuar promoviendo la proliferacién celular en

nuestro modelo de estudio.

De manera consistente, observamos un incremento en la expresién del
ARNm codificante para Ki-67, un marcador clasico de proliferacion celular, lo que
refuerza la hipotesis de que la ghrelina estimula la capacidad proliferativa celular.
En cuanto a la expresion de las ciclinas B1 y E1, no se observé una diferencia
significativa, probablemente porque la expresion de ciclinas varia
considerablemente en cada etapa del ciclo celular (Martinez-Alonso & Malumbres,
2020b).

Ki-67 es una proteina nuclear cuya expresion ocurre durante las fases G1,
S, G2 y M, pero no en GO (Yuan et al.,, 2015), y su aumento se correlaciona
directamente con la actividad proliferativa de las células (Uxa et al., 2021). La
regulacion de Ki-67 por ghrelina ha sido reportada en otros contextos celulares. El
estudio de Farhat et al., 2025 mostr6 que células IK-148 y IK-155 a una

concentracion de 20 nM de ghrelina acilada aumenta la expresion de Ki-67.

En este sentido, nuestros resultados coinciden con estudios previos que
han propuesto un papel proliferativo de la ghrelina a través de la activacion del
receptor GHSR-1a y la modulacién de vias de sefializacion como PI3K/AKT vy
ERK1/2 (Yeh et al., 2005; Yin et al., 2014).

El mecanismo exacto por el cual la ghrelina estda promoviendo la

proliferacion celular en nuestro modelo aun requiere mayor investigacion. Es
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posible que la ghrelina esté actuando directamente sobre las células a través de
su receptor especifico, induciendo la transcripcion de genes relacionados con el
ciclo celular. Alternativamente, la ghrelina podria estar modulando el
microambiente celular, favoreciendo la secrecidon de factores de crecimiento o

citoquinas que promueven la proliferacion.

Dado que nuestros hallazgos destacan el potencial de la ghrelina como
modulador del crecimiento celular, y sugieren que su papel en los procesos
proliferativos podria tener implicaciones en diversas condiciones fisiopatoldgicas,
incluido el desarrollo tumoral, evaluamos la capacidad migratoria de las células

PC-3 tras el tratamiento con ghrelina acilada a 100 nM.

En el contexto del cancer, la migracion celular es un proceso fundamental
que adquiere un papel central en la metastasis, ya que permite a las células
tumorales invadir nuevos tejidos y formar colonias secundarias (Migliaccio et al.,
2023; Stuelten et al., 2018). Por ello, profundizar en los mecanismos que regulan

la migracioén celular es esencial para entender la biologia del cancer.

Bajo nuestras condiciones, el tratamiento con ghrelina aumenté
significativamente la capacidad migratoria de las células en un 60% en
comparacion con el control, lo cual sugiere un papel promotor de la ghrelina en
este proceso. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que han
vinculado a la ghrelina con la progresion tumoral en distintos tipos de cancer.
Duxbury et al. (2003) reportaron que el tratamiento con ghrelina acilada (10 nM)
en lineas celulares de cancer de pancreas, incluyendo PANC1, MIAPaCaz2,
BxPC3 y Capan2, incrementd su capacidad migratoria e invasiva. De manera
similar, en consonancia con nuestros resultados, Tian et al. (2013) demostraron
que la ghrelina (100 nM) estimula tanto la migracion como la invasién celular en
lineas de cancer gastrico AGS y SGC7901. En otro estudio, Li et al. (2021)
observaron que el tratamiento con ghrelina (10 nM) promueve la migracién celular

en células AGS de cancer gastrico.

Asimismo, Lin et al. (2015) evidenciaron que en células de carcinoma renal
(786-O, ACHN, A-498), la ghrelina aumenta la migracion celular de manera
dependiente de la dosis, con efectos observados a concentraciones de 180 y 360

nM. Por otro lado, Farhat et al. (2025) reportaron que en lineas celulares de
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cancer cerebral (IK-148, IK-155 e IK-169) el tratamiento con ghrelina (20 nM)

incrementa la capacidad migratoria.

En el contexto de nuestro modelo experimental, Hormaechea et al. (2017)
no encontraron diferencias significativas en la migracion celular de la linea PC-3
entre el grupo control y el tratado con ghrelina 10 nM por 12 horas. Este resultado
difiere de nuestros resultados, lo cual podria atribuirse a diferencias en la

concentracion empleada y el tiempo de exposicidn al tratamiento.

Un proceso fundamental durante la migracion celular es la transicion
epitelial a mesenquimal (EMT), ya que determina la plasticidad de las células
tumorales permitiéndoles cambiar de un estado epitelial no mévil a uno
mesenquimal movil. Tal transicion estd mediada por factores de transcripcion
clave que regulan principalmente la adhesién celular, la polaridad y la motilidad
(Huang et al., 2022). De esta forma, los factores de transcripcion asociados a la
EMT, entre los mas importantes, SNAIL, ZEB y TWIST, inducen la expresion de
genes mesenquimales y suprimen los genes asociados con el fenotipo epitelial
(Huang et al., 2022; Sarrand & Soyfoo, 2023).

Tomando lo anterior en consideracion, se evalud la expresion del ARNm de
SNAIL-1, SNAIL-2, TWIST-1y ZEB-1.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la expresion de SNAIL-1 a nivel
de ARNm mostré una disminucion significativa del 11% en comparacién con el
control. Este resultado contrasta con lo reportado por Lin et al. (2015), quienes
observaron un aumento en la expresién de SNAIL-1 tras tratar células de
adenocarcinoma renal 786-O con ghrelina 180 nM durante 24 horas. Esta
discrepancia podria deberse a la diferencia en el tipo celular y en los tiempos de
evaluacion de la expresion de ARNm. Se ha establecido que, en el proceso de
EMT, SNAIL-1 actua como un factor iniciador cuya expresion disminuye en etapas
tardias del proceso (Tran et al., 2011). Por lo tanto, es posible que el pico de
expresion de SNAIL-1 ocurriera antes de finalizar las 48 horas de tratamiento, y
que, al momento de la medicion, solo se detectara su reduccidn caracteristica de

una fase mas avanzada de la EMT.
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Se ha demostrado que, aunque SNAIL-1 es fundamental para la iniciacion
de la EMT, no es esencial para su mantenimiento (Tran et al., 2011). En nuestro
estudio, observamos un aumento significativo en la expresién de SNAIL-2 y

TWIST-1 a nivel de ARNm, con incrementos del 8% y 37%, respectivamente.

La evidencia sugiere que TWIST-1 y SNAIL-2 desempefian un papel clave
en la regulacién y mantenimiento de la EMT. De acuerdo con Tran et al. (2011), la
expresion de TWIST-1 se eleva a medida que SNAIL-1 disminuye, lo que sugiere
una transicién en la regulaciéon del proceso. Ademas, se ha demostrado que
TWIST-1 promueve la transcripcion de SNAIL-2 al unirse especificamente a la
E-box en su promotor (Casas et al., 2011). Esta interaccion coordinada entre
TWIST-1 y SNAIL-2 no solo sustenta la EMT, sino que también favorece la

progresion tumoral y la metastasis (Casas et al., 2011).

En concordancia con el papel regulador de SNAIL-2 sobre la expresion de
ZEB-1 (Wu et al., 2017; Casas et al., 2011), este factor de transcripcién mostro, a
nivel de ARNm, una tendencia al aumento. No obstante, la diferencia observada

en nuestro estudio no fue estadisticamente significativa.

Tras comprobar que el tratamiento con ghrelina promueve Ila
sobreexpresion de factores de transcripcion asociados a la EMT en células de
cancer de préstata, decidimos investigar el efecto de tales factores sobre la
expresion a nivel de ARNm de marcadores moleculares del fenotipo epitelial y

mesenquimal.

Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con ghrelina induce un
aumento significativo en la expresiéon del ARNm codificante para los marcadores
del fenotipo mesenquimal a-SMA y vimentina, con incrementos del 3% y 46%
respectivamente, mientras que la expresion de fibronectina no mostré cambios
significativos. Tanto a-SMA como vimentina son proteinas que desempefian un
papel importante en la capacidad migratoria de las células tumorales ya que
favorecen la remodelacion del citoesqueleto, aumentan la capacidad de
contraccion y mejoran la elasticidad celular (Berr et al., 2023; Anggorowati et al.,
2017; Z. Chen et al., 2020). Estas propiedades permiten a las células adaptarse a
su entorno y facilitar su desplazamiento, contribuyendo asi a la progresion

tumoral.
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Se ha descrito que a-SMA y vimentina estan sobreexpresados en
fibroblastos/miofibroblastos asociados al cancer. En el cancer de préstata, estos
fibroblastos activados contribuyen al estado reactivo del estroma, favoreciendo la
progresion tumoral (Bonollo et al., 2020). Adicionalmente, la sobreexpresién de
a-SMA se ha correlacionado positivamente con estadios avanzados de la
enfermedad, puntuaciones de Gleason mas altas, metastasis linfaticas y niveles
elevados de PSA, lo que sugiere su relevancia como marcador de agresividad
tumoral (Wu et al., 2021).

Como complemento a la evaluacion de marcadores mesenquimales,
analizamos la expresién de E-cadherina, uno de los principales marcadores del
fenotipo epitelial. Nuestros resultados mostraron una reduccion significativa del
30% en la expresion de E-cadherina en células PC-3 tratadas con ghrelina, en
comparaciéon con el control. En concordancia con nuestros resultados, Lin et al.
(2015) reportaron que el tratamiento con ghrelina a 180 nM durante 24 horas

redujo la expresion de E-cadherina a nivel de ARNm en células 786-O.

E-cadherina es un componente esencial de las uniones de adhesion
celular, y su regulacion negativa es un sello distintivo de la EMT (Na et al., 2020).
Se ha demostrado que SNAIL-1, SNAIL-2, ZEB-1, ZEB-2 y TWIST-1 pueden
unirse a las E-boxes en el promotor de E-cadherina, reprimiendo su transcripcion
(Casas et al., 2011; Huang et al., 2022).

SNAIL-1 y SNAIL-2 pueden inhibir directamente la formaciéon de uniones
estrechas (TJ) y la expresion de marcadores epiteliales (Sarrand & Soyfoo, 2023).
Por su parte, ZEB-1 regula negativamente los genes asociados a TJ, al tiempo
que promueve la expresion de vimentina y N-cadherina, favoreciendo la transicion
a un fenotipo mesenquimal. De manera similar, TWIST-1 suprime la expresion de
E-cadherina e impulsa la expresion de N-cadherina (Huang et al., 2022). En
conjunto, la actividad de estos factores de transcripcion debilita la adhesion
celular y potencia la motilidad de las células tumorales, un mecanismo crucial

para la metastasis.

En el presente estudio, se demostré que el tratamiento con ghrelina a 100
nM durante 48 horas induce un aumento significativo en la proliferacion y

migracion de células PC-3, lo que sugiere que esta hormona peptidica podria
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desempenar un papel clave en la progresion del cancer de prostata. A nivel
molecular, los cambios observados en la expresién de marcadores asociados con
la transicién epitelio-mesenquimatosa (EMT) respaldan la hipétesis de que la
ghrelina puede promover procesos de plasticidad celular que favorecen la

progresion tumoral.

En este sentido, la ghrelina se perfila como un posible modulador de la
agresividad tumoral, con potenciales implicaciones en el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas. No obstante, son necesarios estudios adicionales para
caracterizar con mayor precision su papel en la progresion del cancer de préstata

y evaluar su viabilidad como blanco terapéutico.
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IX. CONCLUSIONES

1. Las células tumorales PC-3 expresan la isoforma 1a del receptor

secretagogo de la hormona de crecimiento (GHSR-1a).

2. La presencia de ghrelina acilada exdgena promueve la capacidad
proliferativa de las células PC-3 aumentando la expresion del ARNm que

codifica para Ki-67.
3. La ghrelina acilada exacerba la capacidad migratoria de las células PC-3

4. La presencia de ghrelina acilada favorece el fenotipo mesenquimal en las
células PC3, al promover la expresion de los factores de transcripcidn
asociados a la EMT: SNAIL-2 y TWIST-1, los cuales a su vez, inducen un
aumento en los marcadores moleculares relacionados con el fenotipo
mesenquimal: vimentina y a-SMA, y una inhibicién en la expresion de

E-cadherina, marcador molecular del fenotipo epitelial.

X. PERSPECTIVAS

Como parte de las perspectivas de este trabajo de tesis, se propone utilizar un
antagonista especifico para GHSR-1a o silenciamiento génico mediante siRNA
con el objetivo de confirmar que los efectos observados en la proliferacién y
migracion celular son mediados directamente por este receptor. Asimismo, se
plantea dilucidar los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta a
ghrelina acilada utilizando la técnica de Western Blot, enfocandose en la
activacion de vias de senalizacion relevantes como PI3K/AKT y MAPK/ERK.
Finalmente, para validar los efectos observados en un contexto fisiolégico mas
complejo, se propone realizar estudios in vivo mediante la generacién de
xenoinjertos en ratones inmunodeficientes, para después evaluar el crecimiento
tumoral, la capacidad metastasica y la expresion de marcadores tumorales

mediante inmunohistoquimica.
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