Universidad de Concepcién
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Programa de Magister en Biotecnologia Molecular

“EFECTO DE DIHIDROMIRICETINA Y QUERCETINA EN LA
PREVENCION DE LA RESISTENCIA A ENZALUTAMIDA INDUCIDA POR
LOX-1/OXLDL EN CELULAS DE CANCER DE PROSTATA RESISTENTE

A CASTRACION”
Tesis para optar al grado de Magister en Biotecnologia Molecular
FELIX DAVID DUPRAT DUPRAT
CONCEPCION-CHILE

2021

Profesor Guia: Dr. IVAN ANTONIO GONZALEZ CHAVARRIA
Laboratorio de Lipoproteinas y Cancer

Departamento de Fisiopatologia, Facultad de Ciencias Biologicas,
Universidad de Concepcion

Profesor Co-guia: Dr. CRISTIAN FABIAN PAZ ROBLES
Laboratorio de Productos Naturales y Descubrimiento de Farmacos
Departamento de Ciencias Béasicas

Universidad de La Frontera



No hay nada imposible. No importa lo lejano que parezca, si sigues las
reglas, llegaras al 10.000 millones por ciento. Asi funciona la ciencia.

Ishigami Senku.



AGRADECIMIENTOS
Dentro de las personas a las que quiero agradecer, primero esta mi familia,
mis abuelos, tios y mi mama, quienes fueron el principal sostén en esta
aventura que significd dejar el nido, a pesar de la distancia y el tiempo sin
poder vernos (especialmente en tiempos de pandemia), siempre estuvieron
de alguna forma, apoyando y ayudando a que pudiera terminar esta etapa.
También agradecer a mi tutor, el profesor Ivan, por la confianza y el apoyo
entregado durante la realizacion del magister. También a mi cotutor, el
profesor Cristian, quien me motivé a estudiar durante el tiempo en que trabajé
con él.
Nuevamente agradecer a mi tio, por el apoyo que me brindé recibiéndome en
su casa durante mi primer afio de estadia aca en Concepcion.
A todos los chicos del laboratorio, que siempre me ayudaron cuando tenia
alguna duda y me ensefiaron muchas cosas importantes para el trabajo en el
laboratorio, tanto practicas como tedricas desde que llegué hasta estos dias.
A mis amigos de toda la vida, los manyones y manyonas que siempre que
volvia a casa tenian un panorama (culinario o de paseo), demostrando que a
pesar de la distancia las buenas (y malas) costumbres no se pierden.
A los cabros del discord de GS, que cuando las cosas estuvieron dificiles por
los acontecimientos de pandemia, fueron un pilar importante, logrando que las
risas no faltaran y los comparieros para jugar tampoco. Destacar también al
Sebitian y el Oku que me ayudaron en todo lo que tenia que ver con el
computador cuando tenia problemas y con la salida al aire de las

Elfoaventuras.



Como no agradecer a la Paula y la Pauli que me tuvieron y tienen que soportar
en los momentos que ya no quiero mas guerra y los chistes fomes, a la Monse
gue, aunque se fue antes, también tuvo que aguantarme un tiempo. Al Leo y
al Brian que pasaban al departamento y hacian que las risas no faltaran, al
igual que el Turbo.

No puedo dejar sin nombrar al tio Saitama y la tia Pam que fueron parte de la
compafiia en las noches de escritura, al igual que los chiquillos de discord

cuando se las daban de DJ.



INDICE

INDICE ... ottt ettt ettt ne b i
INDICE DE FIGURAS .......ccutitiiitiiieiete ettt sttt ans iv
1. RESUMEN ...ttt e et e e e e e e e e s nnnnenees vi
2. ABSTRACT .ottt e e e e e e iX
3. INTRODUCCION .....ooviuieeieieeeeeeeeeeeeee ettt 1
3.1. Contexto general del cancer de prostata ...........ccccoeeeeeevviiiiiiiiinneeenn. 1
3.2. Cancer de prostata resistente a castracion con resistencia a
ENZAIULAMIAA ... 5
3.3. LOX-1yLDL oxidada, su funcidbn en CANcer.............cccccceeeeeeeeeeeeennn. 8
3.4. Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo, rol fisiolégico y
L{EST{0] o F=1 (0] [0 | ol o TN P EPRTT P 12
3.5. Metabolitos secundarios, flavonoides y su actividad antioxidante .. 14
4. PROBLEMA DE INVESTIGACION .....cooiieiieieee e 20
B, HIPOTESIS ...ttt sttt sttt sttt 21
6. OBJIETIVOS ...ttt e e e e e r e e e e e e e e e 21
6.1. ODbJetivo GENEIAL:.........ceiiii e 21
6.2. Objetivos ESPECIfiCOS:......uuiiiiieeiiieeeeiee e 21
7. MATERIALES Y METODOS. .....oviieieceeeeeeeeeeeeee e 22
7.1. Generacion lineas celulares con silenciamiento de LOX-1............. 22
7.2. Transfeccion de células para analisis de actividad p65 asociado a
FEPOIEIO IUCITEIASA. .. .ttt 22
7.3. Determinacién del efecto de oxLDL y LOX-1 en la generacion de ROS
N CEIUIAS C4-2B. ... 23
7.4. Determinacion del efecto de oxLDL y LOX-1 en la activacion de NF-
KB en células con C4-2B, a través de western blot. ..............ccceevvvvvvvnnnnnn. 24

7.5. Determinacion del efecto de oxLDL y LOX-1 en la activacion de NF-
KB en células con C4-2B, a través del analisis de actividad p65 asociado a

(=] 0J0 (=] (o 18 (o (=] = L VSR 25
7.6. Efecto de LOX-1/oxLDL sobre la citotixicidad de enzalutamida...... 25
7.7. Determinacion del efecto de LOX-1 en la expresion de marcadores de
resistencia a enzalutamida en células de cancer de prostata................... 26



7.8. Extraccion y purificacion de dihidromiricetina y quercetina a partir de

Maytenus diStIChA. ..........uuuiiiii e 26
7.9. Efecto de dihidromiricetina y quercetina en la activacion de la via NF-
KB inducida por OXLDL..........iiiiiiiiie et 27
7.10. Efecto de dihidromiricetina y quercetina sobre la expresion de
marcadores de resistencia docetaxel inducida por oxLDL...........c............ 27
7.11. Efecto de dihidromiricetina y quercetina sobre la citotoxicidad de
enzalutamida en células tratadas con OXLDL. ..........cccccevviiiiiii e, 28
8. RESULTADOS ... e e e e e e e e e 29
8.1. Silenciamiento de LOX-1 con ARN de interferencia. .........cc..c........ 29

8.2. LOX-1/oxLDL promueve la generacion de ROS en células CRPC. 31
8.3. LOX-1/oxLDL promueve la activacion de NF-kB en células C4-2B. 33

8.4. LOX-1/oxLDL promueve la expresion de marcadores de resistencia,
receptor de androgenos (AR) y receptor de andrégenos variante 7(AR-V7).

37
8.5. Efecto de oxLDL sobre la citotoxicidad de enzalutamida................ 40
8.6. Purificacion de dihidromiricetina y quercetina desde Maytenus
ISTICNA. e ————— 42
8.7. Efecto de Maytenus disticha, dihidromiricetina y quercetina sobre la
generacion de ROS inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-2B........... 44
8.8. Efecto de Maytenus disticha, dihidromiricetina y quercetina sobre la
activacion de NF-kB inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-2B. ......... 46
8.9. Efecto de dihidromiricetina y quercetina sobre la expresion de AR y
AR-V7 inducida por LOX-1/oXxLDL en células C4-2B...........ccccceeeveeeeeennnnns 50
8.10. Quercetina y no dihidromiricetina previenen lo efectos de LOX-
1/oxLDL en la citotoxicidad de enzalutamida en células C4-2B. .............. 53
9. DISCUSION ....oooviiiiiciiiteeete ettt ettt 55

9.1. Silenciamiento de LOX-1 con ARN de interferencia como una
herramienta para la funcion de LOX-1 en el estudio de cancer de préstata
FESISTENTE A CASTIACION. . ee ettt ettt et e e e e e e e e e e e e eeaaenas 56

9.2. LOX-1/oxLDL promueve la generacion de ROS en células CRPC. 57
9.3. LOX-1/oxLDL promueve la activacion de NF-kB en células C4-2B 59

9.4. LOX-1/oxLDL promueve la expresion de marcadores de resistencia,
receptor de androgenos (AR) y receptor de androgenos variante 7(AR-V7)
y efecto de LOX-1/oxLDL sobre la citotoxicidad de enzalutamida............ 61

9.5. Purificacion de dihidromiricetina y quercetina. .............cooeeeeeeeeeeeennn. 64



9.6. Efecto de Maytenus disticha, dihidromiricetina y quercetina sobre la
generacion de ROS inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-2B........... 65

9.7. Efecto de Maytenus disticha, dihidromiricetina y quercetina sobre la
activacion 10de NF-kB inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-2B ...... 68

9.8. Efecto de dihidromiricetina y quercetina sobre la expresion de AR y

AR-V7 inducida por LOX-1/oXLDL en células C4-2B...........cccceeveveeeernnnnns 71
9.9. Efecto dihidromiricetina y quercetina sobre la citotoxicidad de
enzalutamida en células C4-2B tratadas con OXLDL ............ccceeeveeeeeennnn. 74
10. CONCLUSIONES. ... ..o e e 75
11, GLOSARIO. .. e 77
12. REFERENCIAS ... e e 79



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Conformacion de las diferentes variantes de splicing de AR. ......... 7
Figura 2: Esquema estructural de AR ... 8
Figura 3: Receptor de LDL oxidada LOX-1.......ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeee 10
Figura 4: Maytenus diStiChal...........coovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 17
Figura 5: Estructura quimica de dihidromiricetina. ...........cccccceeeviiiiiiieeennnn. 18
Figura 6: Estructura quimica de qUerceting. ............ooccuvveeeeeeeeeeeiiiciiieeeeenn 19

Figura 7: Expresion de LOX-1 en células C4-2B transfectadas con ARN de
interferencia Por 48 NOras. ...........ouuuiiiiii e 30

Figura 8: Analisis generacion de ROS en células C4-2B transfectadas con
ARN de interferencia contra LOX-1, estimuladas con oxLDL por 180 minutos.
..................................................................................................................... 32

Figura 9: Expresion de IkB fosforilado en células C4-2B siARN control y C4-
2B con ARN de interferencia contra LOX-1 con y sin oxLDL, 60 minutos post
tratamiento CON OXLDL. .......coooiiiiiiiiiieee e 34

Figura 10: Expresion de NF-kB subunidad p65 en células C4-2B y C4-2B con
ARN de interferencia contra LOX-1 con y sin oxLDL, 60 minutos post
tratamiento CON OXLDL. .......cooiiiiiiiiiii e 35

Figura 11: Activacion de la via NF-kB en células C4-2B y C4-2B con ARN de
interferencia contra LOX-1 mediante actividad luciferasa. ................cc......... 36

Figura 12: Expresion de receptor de andrégenos (AR) en células C4-2B con
@ ) G 71 1= o1 = T o 1O 38

Figura 13: Expresion de receptor de androgenos variante 7 (AR-V7) en células
C4-2B con LOX-1 SIleNCIAUO. .....cuvuiiiiieie e e e 39

Figura 14: Efecto de oxLDL 50 pg/mL en la citotoxicidad de enzalutamida en
dosis de 20 pM en células C4-2B con siARN control y siARN contra LOX-1.
..................................................................................................................... 41

Figura 15: RMN H1 de dihidromiricetina obtenida a partir de M. disticha. ... 43

Figura 16: RMN H1 de quercetina obtenida a partir de M. disticha.............. 43



Figura 17: Andlisis generacion de ROS en células C4-2B, tratadas con
Extracto total de M. disticha, dihidromiricetina, quercetina y trolox, estimuladas
con OXLDL por 180 MINULOS. .....ccvuriiiiiieeeeeeeeeiiice e e e e e e e e e e 45

Figura 18: Expresion de IkB fosforilados en células C4-2B tratadas con 50
Mg/mL de oxLDL por 1 hora, junto con extracto total de M. disticha, quercetina
12 L 21T ] g1 T o =1 (] - U SPPPN 48

Figura 19: Expresion de p-NF-kB p65 en células C4-2B tratadas con 50 pg/mL
de oxLDL por 1 hora, en co-tratamiento con extracto total de M. disticha,
quercetina y dinidromiriCetING. ........ccovieeeiiiiiiiie e 49

Figura 20: Expresion de AR en células C4-2B tratadas con 50 pg/mL de oxLDL
por 24 horas, junto con extracto total de M. disticha, quercetina,
(o[ 0T To 0] g 11T ox =] 1] = VO PP 51

Figura 21: Expresion de AR-V7 en células C4-2B tratadas con 50 pug/mL de
oxLDL por 24 horas, junto con extracto total de M. disticha, quercetina,
(o[ 0T To 0] g 11T ox =] 1] = VO 52

Figura 22: Viabilidad de células C4-2B tratadas con 25 uyM de
dihidromiricetina, 50 uM de quercetina y 50 pg/mL de oxLDL por 24 horas,
ademas de tratamiento de 20 uM de enzalutamida. ............cccoeeeeeriviiiinnnnnnn. 54



1. RESUMEN

El cancer de prostata es el cancer con mayor incidencia en varones, tanto a nivel
mundial como en el pais. Para su tratamiento se utiliza la terapia de deprivacion
de andrégenos (ADT), sin embargo, a pesar de que los pacientes responden
inicialmente a ADT, un porcentaje de éstos generan resistencia a dicho
tratamiento, produciendo un cancer de prostata resistente a castracion (CRPC).
Para el tratamiento de CRPC uno de los farmacos utilizados es la enzalutamida,
un antagonista del receptor de andrégenos, que aumenta la sobrevida del paciente
y sus efectos secundarios son en su mayoria leves. A pesar de su efectividad,
muchos pacientes desarrollan resistencia a enzalutamida principalmente a través
de: 1) la sobreexpresion de receptor de andrégenos, y 2) la sobreexpresion de
isoformas del receptor de androgenos, como AR-V7, la cual no presenta un
dominio de activacion y se comporta como una variante constitutivamente activa
de este receptor. La transcripcion de ARy AR-V7, es regulada en parte por el factor
transcripcion NF-kB, el cual puede ser activado por especies reactivas de oxigeno
(ROS).

En caso de CRPC resistente a enzalutamida, se comienza un nuevo tratamiento
con drogas como docetaxel y/o cabazitaxel, sin embargo, la aparicion de nuevos
efectos secundarios y el cambio de tratamiento puede conllevar a un deterioro en
la calidad de vida del paciente. Estos antecedentes evidencian la necesidad de
encontrar blancos terapéuticos que permitan prevenir el desarrollo de resistencia
a enzalutamida. Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que en células de

cancer de prostata CRPC, tratamientos con oxLDL generan un aumento en los
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niveles de ROS, ademas de promover la activacion de NF-kB. Por otra parte, se
conocen una gran cantidad de metabolitos secundarios que tienen actividad
antioxidante, en este sentido se han aislado desde Maytenus disticha compuestos
a los que se les ha reportado tal actividad como dihidromiricetina y quercetina.

La hipotesis de la presente tesis es que los flavonoides dihidromiricetina y
guercetina obtenidos desde M. disticha previenen el desarrollo de resistencia a
enzalutamida, inducida por oxLDL a través de la prevencion de la generacion de
ROS vy la consecuente inhibicion de la activacion de la via NF-kB. El objetivo
general es analizar el efecto de los flavonoides dihidromiricetina y quercetina sobre
la resistencia a enzalutamida inducida por LOX-1/oxLDL en lineas celulares de
cancer de prostata. Asi, planteamos dos objetivos especificos, primero determinar
la funciobn de LOX-1/oxLDL en la resistencia a enzalutamida mediada por la
activacion de la via NF-kB. Evaluaremos el efecto de la activacion de LOX-1/oxLDL
en lineas celulares de CRPC, C4-2B, sobre la activacion de la via NF-kB y la
generacion de resistencia a enzalutamida. Como segundo objetivo planteamos
determinar el efecto de los flavonoides dihidromiricetina y quercetina en la
prevencion de la resistencia a enzalutamida inducida por LOX-1/oxLDL.

Se expreso de forma transiente un promotor minimo de p65 asociado a reportero
de luciferasa en linea celular C4-2B y se evalué el efecto del silenciamiento de
LOX-1y su repercusion sobre la activacion de la via NF-kB con o sin tratamientos
de oxLDL. De la misma manera, se evaluo la fosforilacion de NF-kB e IkB con
tratamientos con y sin oxLDL mediante western blot. Asi como también los efectos
de LOX-1/oxLDL en la expresién de marcadores asociados a la resistencia a

enzalutamida (AR y AR-V7) y el efecto de LOX-1/oxLDL en la citotoxicidad de
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enzalutamida. Para el desarrollo del segundo objetivo, se purificaron los
flavonoides dihidromiricetina y quercetina desde M. disticha y se analizd su
capacidad en la prevencion de formacion de ROS, activacion de NF-kB vy la
generacion de resistencia a enzalutamida inducida por LOX-1/oxLDL.

Nuestros resultados demuestran que la activacion de LOX-1 mediada por oxLDL
aumenta los niveles de ROS, fosforilacion de NF-kB p65 e IkB, expresion de ARy
AR-V7, ademas de disminuir la citotoxicidad de enzalutamida. El extracto total de
M. disticha previene las fosforilaciones de IkB y NF-kB p65, ademas de la
expresion de AR, en cambio no presenta diferencias en la generacion de ROS ni
en la expresion de AR-V7 inducidos por oxLDL. Por otra parte, quercetina previene
dichos aumentos provocados por LOX-1/oxLDL en células C4-2B.
Dihidromiricetina en tanto, previene las fosforilaciones de NF-kB e IkB, pero
aumenta la generacion de ROS y la expresion de AR, aunque no presenta
diferencias en la expresion de AR-V7. La evaluacion de la citotoxicidad de
enzalutamida en células tratadas con oxLDL y quercetina previno los efectos de
resistencia provocados por oxLDL, en cambio dihidromiricetina no tuvo efecto

alguno sobre ésta.
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2. ABSTRACT

Prostate cancer is the cancer with the highest incidence in men, both
worldwide and in the country. Androgen deprivation therapy (ADT) is used for
its treatment, however, even though patients initially respond to ADT, a
percentage of patients generate resistance to said treatment, generating
castration-resistant prostate cancer (CRPC). For the treatment of CRPC, one
of the drugs used is enzalutamide, an androgen receptor antagonist, which
increases the survival of the patient, and its side effects are mostly mild.
Despite its effectiveness, many patients develop resistance to enzalutamide
mainly through 1) androgen receptor overexpression, and 2) overexpression
of androgen receptor isoforms, such as AR-V7, which does not present a
domain of activation and behaves as a constitutively active variant of this
receptor. AR and AR-V7 transcription is regulated in part by the transcription
factor NF-kB, which can be activated by reactive oxygen species (ROS).

In the case of CRPC resistant to enzalutamide, a new treatment is started with
drugs such as docetaxel, cabazitaxel, however, the appearance of new side
effects and the change of treatment can lead to a deterioration in the quality of
life of the patient. These antecedents show the need to find therapeutic targets
that allow preventing the development of resistance to enzalutamide. Our
research group has shown that in CRPC prostate cancer cells, treatments with
oxLDL generate an increase in ROS levels, in addition to promoting the
activation of NF-kB. Many secondary metabolites that have antioxidant activity

are known, in this sense compounds have been isolated from Maytenus



disticha to which such activity as dihydromyricetin and quercetin have been
reported.

The hypothesis of the present thesis is that the flavonoids dihydromyricetin
and quercetin obtained from Maytenus disticha prevent the development of
resistance to enzalutamide, induced by oxLDL through the prevention of the
generation of ROS and the consequent inhibition of the activation of the NF-
KB pathway. The general objective is to evaluate the effect of the flavonoids
dihydromyricetin and quercetin on the resistance to enzalutamide induced by
LOX-1/oxLDL in prostate cancer cell lines. Thus, we propose two specific
objectives, first to determine the role of LOX-1/oxLDL in resistance to
enzalutamide mediated by the activation of the NF-kB pathway. We will
evaluate the effect of LOX-1/oxLDL activation in CRPC cell lines, C4-2B, on
the activation of the NF-kB pathway and the generation of resistance to
enzalutamide. As a second objective, we set out to determine the effect of the
flavonoids dihydromyricetin and quercetin in the prevention of resistance to
enzalutamide induced by LOX-1/oxLDL.

A luciferase reporter-associated p65 minimal promoter was transiently
expressed in the C4-2B cell line and the effect of LOX-1 silencing and its
impact on the activation of the NF-kB pathway with or without oxLDL
treatments was evaluated. In the same way, the phosphorylation of NF-kB and
IKB with treatments with and without oxLDL was evaluated by western blot. As
well as the effects of LOX-1 / oxLDL on the expression of markers associated
with resistance to enzalutamide (AR and AR-V7) and the effect of LOX-

1/oxLDL on enzalutamide cytotoxicity. The flavonoids dihydromyricetin and



quercetin were purified from M. disticha and analyzed for their ability to prevent
ROS formation, NF-kB activation and the generation of LOX-1/oxLDL-induced
resistance to enzalutamide. Our results demonstrate that oxLDL-mediated
activation of LOX-1 increases ROS levels, phosphorylation of NF-kB p65 and
IkB, expression of AR and AR-V7, in addition to decreasing enzalutamide
cytotoxicity. The total extract of M. disticha, prevents phosphorylations of kB
and NF-kB p65, in addition to the expression of AR, on the other hand, it does
not present differences in the generation of ROS or in the expression of AR-
V7. On the other hand, quercetin prevents such increases caused by LOX-
1/oxLDL in C4-2B cells. Dihydromyricetin, meanwhile, prevents
phosphorylations of NF-kB and IkB, but increases the generation of ROS and
the expression of AR, although it does not present differences in the
expression of AR-V7. The evaluation of enzalutamide cytotoxicity in cells
treated with oxLDL and quercetin prevented the resistance effects caused by

oxLDL, whereas dihydromyricetin had no effect on it.
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3. INTRODUCCION

3.1.Contexto general del cancer de préstata
El cancer es la segunda causa de muerte por enfermedad a nivel mundial, por
lo cual se ha convertido en una prioridad para la salud puablica en gran parte
del mundo (Siegel et al., 2019). Para el 2018 cerca de 18 millones de nuevos
casos fueron diagnosticados y se registraron alrededor de 10 millones de
muertes por dicha patologia (Bray et al., 2018). En el continente americano,
segun los datos de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), se
indica que el cancer es la primera causa de muertes prematuras,
considerando un rango etario entre 30—70 afios (Organizacion Panamericana
de la Salud & Organizacion Mundial de la Salud, 2019). En Chile la situacion
no es distinta al resto del mundo, el Ministerio de Salud (MINSAL) reporta que
el cancer es la segunda causa de muerte, provocando 143 decesos por cada
100.000 habitantes, superada solamente por las enfermedades
cardiovasculares, sin embargo, existen regiones del pais en las que el cancer
ya se posiciona como la patologia con mayor mortalidad (entre ellas la regién
del Biobio). En el afio 2018, del total de nuevos casos descubiertos (53.365)
en hombres, aquellos con mayor incidencia fueron prostata (23,9%),
estdbmago (12,5%) y colorrectal (10,9%); para mujeres la mayor incidencia fue
en cancer de mama (20,8%), colorrectal (11,3%) y estomago (6,7%). En
cuanto a la mortalidad en el 2018, hubo 28.443 fallecidos por cancer
(GLOBOCAN, 2019) y se estima que para 2023 se posicionara como la

principal causa de muerte a nivel pais (Ministerio de Salud de Chile, 2018).



El cancer de prostata es la neoplasia maligna mas comun en la poblacion
masculina tanto a nivel mundial como en Chile. Principalmente es
diagnosticado en hombres mayores de 40 afios y posee variados factores de
riesgo como: edad, etnia, dieta, carga genética (Gronberg, 2003; Nelson &
Shah, 2019), siendo este ultimo, el mas frecuente en la incidencia de este
cancer en individuos menores de 55—-60 afios (Gronberg, 2003), posicionando
a este factor como el que mas incidencia tiene en la poblacion

econdmicamente activa.

El programa de Garantias Explicitas en Salud (GES) incluye 14 tipos de
cancer en su cobertura, entre ellos el cancer de prostata. Durante el afio 2016
esta patologia concentro al 10% de los pacientes con cancer tratados, con un
costo anual promedio de $3.000.000 por paciente (Chile, 2017). La tasa de
muerte por cancer de pristata en el pais, desde 1997 registra un alza, aunque
tomando en cuenta solamente los ultimos 20 afios ésta se ha mantenido
estable (Minsal, 2015), aunque se pronostica que de aqui a 2040 la incidencia
y mortalidad de esta patologia se duplicara (Ferlay J, Ervik M, Lam F,

Colombet M, Mery L, Pifieros M, Znaor A, Soerjomataram |, 2020).

En el tratamiento para el cancer de prostata de alto riesgo, se utiliza en
primera instancia la terapia de deprivacion de andrégenos (ADT), debido a la
dependencia entre este cancer y la sefializacion dependiente de andrégenos
(Chandrasekar et al., 2015), sin embargo, algunas células cancerigenas
pueden progresar durante la ADT, razon por la cual un porcentaje de los

pacientes genera resistencia a la castracion, o que se conoce como cancer



de prostata resistente a castracion (CRPC) (Y. Huang et al., 2018). La
resistencia a castracion se puede generar por la sobreexpresion de los
receptores de androgenos (AR), a traves de la promiscuidad de AR, el cual
podria utilizar otros ligandos para su activacion o incluso algunas drogas
utilizadas en el tratamiento de esta patologia, o a través de la generacion de
mutaciones que alteran la funcionalidad de AR. Dentro de las mutaciones que
se han encontrado se encuentra Thr877Ala, que otorga a este receptor una
mayor afinidad a esteroides estereogénicos y progestagénicos, ademas de
darle afinidad a hidroxiflutamida, permitiendo que AR pueda ser activado
mayormente por dichos compuestos (Culig et al., 1995). Ademas, otra de las
formas que tiene para obtener andrégenos una célula CRPC, es la auto
sintesis de éstos (Debes & Tindall, 2004; Y. Huang et al., 2018; Ravishankar
et al., 2013). Al generarse esta resistencia a castracion, la guia clinica del
MINSAL recomienda para tratamiento CRPC la utilizacion de enzalutamida,
abiraterona o docetaxel, segun el estado general de salud del paciente
(Minsal, 2015). Debido a la relevancia de AR, lo convierte en un blanco
terapéutico para el tratamiento de cancer de préstata resistente a castracion.
en esta tesis nos enfocaremos en la enzalutamida como blanco terapéutico

dirigido a AR y los efectos de la resistencia a esta droga.

La enzalutamida es un antiandrégeno no esteroidal conocido también como
MDV3100 (Hussain et al., 2018), se administra de forma oral y ha demostrado
un aumento en la sobrevida de los pacientes, lo que lo posiciona como uno
de los medicamentos mas utilizados en el tratamiento de cancer de préstata

metastasico. Otra de las caracteristicas que lo posiciona de esta forma es que
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su afinidad con AR es mayor que la de otros farmacos (Schalken & Fitzpatrick,
2016). Si bien este farmaco se comenzé utilizando en pacientes con CRPC
metastasico, ha demostrado efectividad en la prevencidn de la metastasis en
pacientes con CRPC no metastasico (Armstrong et al., 2019; Hussain et al.,
2018). Su mecanismo de accion puede inhibir la sefializacion de la via de AR
en tres partes de ésta. La primera es bloquear la unién entre AR y su ligando,
inhibe ademas la traslocacion de AR hacia el nucleo e inhibe la union de AR
con ADN, de esta manera bloquea la transcripcion de genes codificantes para
proteinas necesarias para la proliferacion celular (Moreira et al., 2016;
Schalken & Fitzpatrick, 2016). Dentro de los efectos secundarios mas
comunes producidos por la administracién de enzalutamida a los pacientes se
encuentran fatiga, dolores de espalda, artralgia e hipertension, estos sintomas
se presentan en tal grado que pueden llegar a incapacitar al paciente en
ocasiones; por otra parte, otros efectos secundarios de menor grado son,
estrefiimiento dolores de cabeza, pérdida de peso, entre otros (Beer et al.,
2014; Moreira et al., 2016). En Chile, el presupuesto utilizado en enzalutamida
el afio 2018 fue de $12.316.000.000 en el caso de pacientes que comenzaron
el tratamiento y de $2.751.000.000 en el caso de pacientes con tratamiento
previo con otros farmacos. El costo por paciente llega aproximadamente a los
$19.300.000 por afio, superando el umbral de costo para un tratamiento de
segunda linea, segun lo estipulado por el ministerio de salud (Minsal, 2015).
Por lo cual se hace necesario generar la busqueda de nuevos tratamientos o
adyuvantes que ayuden a disminuir los efectos secundarios de los pacientes,

o reducir los altos costos de este tipo de tratamientos.



3.2. Cancer de proOstata resistente a castracion con resistencia a
enzalutamida

Los tratamientos con enzalutamida son prolongados, y en los pacientes su
efectividad puede variar a lo largo de éste. Es dentro de este contexto, que, Si
bien la terapia con dicho farmaco en pacientes con CRPC tiene efectos
positivos en un alto porcentaje de los pacientes, algunos pacientes pueden
presentar resistencia temprana (intrinseca) a este farmaco dentro de los
primeros 3 meses (Caffo et al., 2016; Tagawa et al., 2019), o tardia (adquirida)
posterior a 18 meses, lo cual refleja que un gran numero de pacientes
desarrolla resistencia a esta droga, lo cual limita sus posibilidades

terapéuticas.

Independiente de la etapa en la que se genere la resistencia, dentro de los
factores asociados a ésta se encuentran los altos niveles de PSA en la sangre,
lo cual demuestra una alta actividad del receptor de androgenos, y la
presencia de variantes de splicing del receptor de andrégenos. Tal es la
relevancia de este receptor y sus variantes que son un marcador asociado a

CRPC (Miyamoto et al., 2012).

Tomando en cuenta la relevancia que tiene el receptor de andrégenos vy la
generacion de variantes, es importante saber que el gen que lo codifica esta
compuesto por 8 exones, donde el exén 1 compone el dominio N-terminal, el
cual posee el dominio de funcion de activacion 1 (AF1), los exones 2 y 3
componen los dominios de unidn al ADN, parte del exon 4 forma parte del

dominio bisagra y una porcion del exon 4 hasta el exdn 8 componen el dominio



de unidn a ligando (LBD). Al momento de generarse variantes de splicing, 4
exones cripticos son relevantes, ya que remplazan uno o mas exones del gen.
En el caso de AR-V7, una de las variantes con mayor importancia en CRPC,
que es la responsable de la activacién constitutiva de la sefializacion del
receptor de andrégenos, aun en ausencia de ligandos, solo se expresan los
exones 1, 2, 3 de la proteina nativa, ademas del exén criptico CE3 lo cual
genera una proteina que carece del dominio LBD, pero mantiene las regiones
de activacion funcional AF1 y de unién al ADN (J. Luo et al., 2018; Y. Zhu et
al., 2021) (figura 1), esto genera que, a diferencia de AR nativo, AR-V7 no
presenta el sitio de unién a ligando (DHT) sobre el cual actia de forma
antagonica enzalutamida (Buttigliero et al., 2015). La expresion de AR-V7 es
clinicamente relevante dado que una comparacion entre pacientes AR-V7
negativo con AR-V7 positivo, demostré que estos ultimos poseian menor
tiempo de sobrevida, de hecho, en pacientes con CRPC metastasico tratados
con enzalutamida, el 39% presenta AR-V7 en sus células tumorales
(Antonarakis et al., 2015; Bulttigliero et al., 2015; Y. Zhu et al., 2021). La
problematica que genera la presencia de AR-V7 en los pacientes y la
resistencia a enzalutamida es que, un porcentaje no menor de pacientes (9 -
15% aproximadamente) podria generar resistencia (Antonarakis et al., 2015;
Fujita & Nonomura, 2019), por lo cual es importante evitar la resistencia o
generar terapias adyuvantes que prevengan o refuercen sinérgicamente este
farmaco, teniendo en cuenta que en Chile el MINSAL indica enzalutamida

como uno de los primeros farmacos a utilizar en CRPC.



De igual manera, se ha reportado que pacientes con resistencia a
enzalutamida, presentan altos niveles de AR, ya sea por sobreexpresion o la
presencia de variantes de splicing. Asi también se ha reportado que la
activacion de vias de sefalizacion NF-kB, la expresion de la citoquina IL-6 y
activacion de STAT3 promueven la sobreexpresion de AR, sus variantes de
mayor relevancia clinica como AR-V7 (L. Zhang et al., 2009). Este factor de
transcripcion esta ademas asociado a la promocion de crecimiento celular en
CRPC, lo cual puede estar dado por la relacién que hay entre la activacion de
NF-kB y AR-V7 (Jin et al., 2015). De hecho, tanto en la hiperplasia benigna de
préstata como en cancer de préstata, se ha demostrado que existe una
relacion entre la via de sefializacion de NF-kB y el aumento en la progresion
tumoral, el cual como se ha comentado anteriormente se encuentra asociado

al aumento en la expresion de AR-V7 (J. Sun et al., 2020).
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Figura 1. Conformacion de las diferentes variantes de splicing de AR. (E
= exon, CE = exon criptico EX = exon desconocido). El AR-FL (Full lenght) o
nativo esta conformado por los exones 1, 2 ,3, 4, 5, 6, 7 y 8. En las otras
variantes se logra apreciar que AR presenta variantes de menor peso

molecular que utilizan algunos exones o exones cripticos. En el caso particular



de AR-V7, esta compuesto por exén 1,2, 3 y CE3. Imagen obtenida desde

Luo, et al 2018.
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Figura 2: Esquema estructural de AR. NTD (dominio N terminal) formado
por el exén 1, DBD corresponde al domino central de union al ADN (DBD)
formado por los exones 2 y 3, una pequefia region cuello formada por parte
del exdn 4 y finalmente el dominio de unién a ligando formado por los exones
4 al 8, el cual posee el dominio conocido como bolsillo de unién a hormona

(HBP). Imagen obtenida desde Tian et al.

La figura 1 indica las diferencias entre AR y AR-V7, la cual se debe a las
ausencias de los exones 4, 5, 6, 7, 8. Esta ausencia por lo mostrado en la
figura 2, se traduce en la ausencia del sitio de union al ligando aun teniendo
presente el dominio de unién al ADN. De esta forma es posible explicar el rol
en la resistencia a enzalutamida que posee AR-V7, debido a que actia

uniéndose a LBD (J. Luo et al., 2018; Tian et al., 2015).

3.3. LOX-1y LDL oxidada, su funcion en cancer.
El receptor de lipoproteinas de baja densidad oxidada (LOX-1), es una

glicoproteina integral de membrana tipo Il, posee un dominio citoplasmatico



de 34 aminoacidos que contiene el N terminal, su dominio extracelular esta
compuesto de un cuello (82 aminoéacidos) y el dominio de unién a ligando, tipo
lectina C (131 aminoécidos), hacia el C terminal (figura 3A) (Balzan & Lubrano,
2018; Raniolo et al., 2016). Su estructura en membrana es un homodimero
que, para poder unir al ligando, necesita de la formacion de un hexadimero
(Figura 3B). Los principales ligandos de LOX-1 son la lipoproteina de baja
densidad oxidada (oxLDL, por su sigla en inglés), células apoptéticas,
bacterias Gram negativas, y proteina C reactiva (Taye & El-Sheikh, 2013), las
cuales median la activacion el receptor, induciendo su endocitosis. La
expresion y funcién de este receptor se ha asociado principalmente a
contextos fisiopatoldgicos y a la fecha no se le conocen regulacion de
funciones fisiolégicas, es asi que este receptor se encuentra asociado a
patologias como aterosclerosis, diabetes, obesidad, hipertensién, infarto
agudo al miocardio, infarto cerebrovascular y cancer, entre otros (Balzan &
Lubrano, 2018). Estas caracteristicas que lo convierte en un blanco de interés
para posibles tratamientos de enfermedades crénicas donde cumple un rol

fundamental.
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Figura 3: Receptor de LDL oxidada LOX-1. (A) Representacion
tridimensional de los dominios transmembrana (TM) y extracelular de LOX-1.
(B) Representacion del hexamero formado por los tres homodimeros de LOX-

1 para la union al ligando.

Al activarse LOX-1, por la union con oxLDL, se induce una activacion del
complejo proteico NADPH oxidasa (Pirillo et al., 2013). Esta activacion de
NADPH oxidasa genera el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS),
mediante la produccion del anién superéxido (O2) y perdxido de hidrogeno
(H202). Se ha descrito en modelos celulares asociados a aterosclerosis, como
células endoteliales (CE) y macréfagos que, como consecuencia del aumento
de ROS, el cual es inducido por la activacion de LOX-1, se promueve la
activacion de la via candnica de NF-kB (Quinn et al., 2006), desencadenando
la sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-1(3, IL-8 (Taye
& El-Sheikh, 2013). Estudios han reportado la sobreexpresion del receptor
LOX-1 en diferentes tipos de cancer como cancer de cérvix, vejiga, colorrectal,
mama, pulmoén, gastrico, pancreas y prostata (Balzan & Lubrano, 2018). En

cancer colorrectal, tercera causa de muerte por cancer a nivel mundial (Bray

10



et al., 2018), un analisis de expresion de ARNm reportdé una sobreexpresion
de un 20% en células DLD-1, junto con ello, se observdo que dicha
sobreexpresion de LOX-1 se encuentra solo en aquellos tejidos con presencia
de células cancerigenas y no en tejido sano, de igual manera, estudios in vitro
demostraron la importancia de este receptor para la proliferacién celular y
finalmente estudios clinicos demostraron que la sobreexpresion de LOX-1
esta relacionada directamente con la agresividad del tumor en el paciente
(Murdocca et al., 2016). En cancer gastrico, se reportd que en células MGc80-
3 que se les sobreexpresd LOX-1, su activacion promueve la migracion e
invasion mediada por el aumento en la fosforilacion de AKT y de GSK3p (C.

Li et al., 2017).

El aumento de LOX-1 es algo que también se ha evidenciado en cancer de
préstata, una comparacion entre células RPEW-1 (células normales de
préostata) y células de las lineas RPEW-2, PC-3, DU-145, C4-2, C4-2B y
LNCaP (lineas celulares de cancer de proéstata), indicd que en éstas ultimas
LOX-1 se encuentra sobreexpresado, interesantemente, las lineas DU-145,
PC-3, C4-2y C4-2B son lineas celulares CRPC. De igual manera, se demostro
gue la expresion de LOX-1 esta aumentada en adenocarcinoma prostatico, en

comparacion a prostata normal en pacientes.

La activacion de LOX-1 por oxLDL en cancer de préstata produce un aumento
en la angiogénesis tumoral, un aumento en la transicion epitelio mesenquimal,
un aumento en la proliferacion celular, potencial tumorigénico y estudios in

vivo demostraron que este receptor es necesario para el crecimiento tumoral
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de células C4-2B (células CRPC). Esta sobreexpresion de LOX-1, esta
directamente relacionada a la capacidad de estimulacion de la proliferacion
celular, tal como lo demostré Wan et al, al comparar células LNCaP y PC-3,
donde éstas ultimas aumentaron mas su proliferacion que las primeras al ser
expuestas a oxLDL, teniendo PC-3 una mayor expresion de LOX-1 que
LNCaP y siendo esta ultima una linea celular sensible a andrégenos, en
comparacion a PC-3 que es una linea CRPC, y que oxLDL induce la activacion
de vias de senalizacion B-catenina, NF-kB, STAT1, STAT3 en células PC-3
(Schmeisser et al., 2004). De igual manera este estudio demostré que
pacientes con cancer de prostata avanzado presentan altos niveles de oxLDL
en comparacion a pacientes con cancer de prostata en estado patolégico de

menor grado.

Respecto a la funcion de LOX-1 en cancer, su expresion y funcion lo
posicionan como un potencial blanco terapéutico, para varios tipos de cancer,
como, por ejemplo, cancer de préstata, de igual manera la via de sefalizacion
activadas por LOX-1y sus inductores como ROS son un blanco relevante para
inhibir los procesos mediados por este receptor. En la siguiente secciéon se
revisara el rol de ROS en el contexto fisiologico y fisiopatoldgico con especial

énfasis en cancer y su funcién sobre NF-kB.

3.4.Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo, rol fisiolégico y
fisiopatologico.
El estrés oxidativo corresponde a un fendmeno relacionado a la excesiva

presencia de agentes oxidantes, generalmente especies reactivas de oxigeno
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(ROS), en el organismo o en la célula (Durackova, 2010). ROS son producidas
por los organismos como resultado del metabolismo, mayormente en la
respiracion celular (Reuter et al., 2010), son generadas por enzimas, siendo
una de las mas importantes a nivel endotelial la NADPH oxidasa. ROS pueden
ser moléculas en cuya estructura hay al menos un atomo de oxigeno y que
tienen un electron desapareado (radicales libres) o no radicales, siendo los
con mayor significancia fisiolégica el anion superoxido, radical hidroxilo y
peréxido de hidrogeno (Birben et al.,, 2012). Cuando se encuentran en
concentraciones bajas, éstas participan en procesos como la induccién de
apoptosis, oxidacion de residuos en proteinas o la generacidén de respuesta

inmune mediante la induccion de citoquinas proinflamatorias (Mittler, 2017).

En contraste, cuando los niveles de ROS aumentan en el organismo, es
perjudicial para la salud, dado que puede producir modificaciones en lipidos,
proteinas, ademas de generar dafio a nivel de ADN (Birben et al., 2012). Se
han encontrado asociadas a niveles altos de ROS enfermedades como
diabetes, obesidad, cancer (Durackova, 2010). Debido al dafio que ROS
produce en el ADN, ayuda a la primera etapa del cancer (iniciacion), por la
produccion de genes anormales (Reuter et al., 2010), que puede generar
proteinas disfuncionales, por ejemplo, aquellas cuya funcién es reparar los
dafios producidos en el ADN durante la etapa de division celular. La presencia
altos niveles de ROS al inducir citoquinas proinflamatorias, genera la
inflamacion crénica (Durackova, 2010), en la que por accion de las mismas
citoquinas se induce la produccién de ROS, generando retroalimentacion

positiva (Reuter et al., 2010). La expresion de citoquinas proinflamatorias es
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activada principalmente debido a que los altos niveles de ROS activan la
quinasa de IkB (iKK), la cual fosforila al inhibidor de NF-kB (IkB), llevandolo a
degradacion y activando a NF-kB (p50/p65), el cual transloca al nucleo de la
célula y regula la transcripcion de ARNm de factores de adhesion celular,
proteinas antiapoptoticas y citoquinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8
(Birben et al., 2012; Pande et al., 2015). En cancer de prostata avanzado, el
estrés oxidativo, se asocia directamente con la agresividad del tumor,
influyendo en el desarrollo, progresién e incluso a la respuesta hacia el

tratamiento de la patologia (Wan et al., 2015).

Estos antecedentes nos permiten postular que la inhibicion en la generacion
de estrés oxidativo mediada por el receptor LOX-1 o0 por otros componentes
gue inducen su generacion podria ser relevante para el tratamiento del cancer
de préstata avanzado y resistente a castracion o para prevenir la activacion
de vias de sefalizacion como NF-kB y la secrecién de IL-6 y la activacion de
STAT3, que son de vital importancia para la resistencia a drogas como
enzalutamida. En la siguiente seccion se analizard el potencial de los

metabolitos secundarios, como los flavonoides en el contexto de cancer

3.5.Metabolitos secundarios, flavonoides y su actividad antioxidante
Los niveles en la concentracion de ROS en las células se mantienen en rangos
adecuados mediante dos mecanismos, el mecanismo enzimatico y el no
enzimatico. El enzimatico utiliza peroxidasas, que mayormente actian
transformando el H202 en agua dentro de la célula, algunos ejemplos son la

glutation peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa (Chio & Tuveson,
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2017). La forma no enzimatica, es aquella que utiliza compuestos
antioxidantes, que pueden ser enddgenos al organismo como proteinas, aqui
encontramos los transportadores de hierro i6nico o la albumina; ademas
existen aquellos compuestos antioxidantes obtenidos de forma exdgena al
organismo, ya sean moléculas de bajo peso molecular (vitaminas) o
compuestos bioactivos producidos por el metabolismo secundario de plantas

(Birben et al., 2012; Durackova, 2010).

Los metabolitos secundarios no pertenecen al metabolismo primario, el cual
genera compuestos que son importantes para que el ciclo de vida de las
plantas, sino que se generan para brindar proteccion contra distintos factores
de estrés como la radiacion o proteccion contra depredadores (Metlen et al.,
2009), estos son utilizados con fines medicinales desde la antigiiedad con el
fin de mitigar sintomas o curar enfermedades, los avances tecnolégicos
permitieron sintetizar total o parcialmente compuestos con actividad medicinal
(Marcia Avello & Isabel Cisternas, 2010). En Chile existe una variada flora
nativa y endémica, utilizada por los diversos pueblos originarios para curar
enfermedades. Plantas como Aristotelia chilensis (Maqui), Centaurea
chilensis (Flor del minero), tienen un perfil de metabolitos secundarios
conocido mayoritariamente (Molares & Ladio, 2009; Montenegro G, Gémez M,
lturriaga L, 1994). Existen plantas cuyos compuestos aun no han sido
completamente estudiados, aqui toma relevancia la etnobotanica, disciplina
gue estudia la relacion de la sociedad con las plantas, que permite inferir qué
tipo de metabolitos secundarios podria tener una planta, ya que aquellas

pertenecientes a una misma familia pueden tener metabolitos similares (Rios,
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Alvaro, Alanis, Glafiro, Favela, 2017). En cambio, existen plantas como
Maytenus disticha, que aun no han sido caracterizada por completo, la cual
podria ser fuente de metabolitos de interés con alguna actividad biologica.
Esta especie es un arbusto lefioso conocido cominmente como maitén enano

o Maitencillo (Barrera & Meza, 1982).

Los metabolitos secundarios se dividen en grupos de acuerdo a su estructura,
entre estos podemos encontrar terpenos, alcaloides y compuestos fendlicos
(Kabera et al., 2014). En los compuestos fendlicos encontramos los
polifenoles, estructuralmente poseen varios anillos fendlicos, los que le dan
capacidad antioxidante (Quifiones et al., 2012), pueden ser sintetizados en
diversas partes de la planta (Kabera et al., 2014). Dentro de este grupo estan
los flavonoides, que estan compuestos por dos anillos fendlicos unidos por
una estructura ciclica de tres carbonos (Awouafack et al., 2016). Por los
grupos hidroxilo que éstos poseen, pueden estabilizar ROS cediendo un
hidrogeno, generando el radical flavinico, el que es estabilizado producto de
la resonancia del anillo aromatico, por otra parte, luego de la formacion de
dicho radical, pueden estabilizar ROS mediante la formacion de quinonas
(Nieto et al., 1993; Quifiones et al., 2012). Otro mecanismo de accién
antioxidante es la quelacion de metales, lo que previene la formacion de ROS
por la reaccion de Fenton (Quifiones et al., 2012). Asi, los polifenoles son un
grupo de moléculas que podrian tener un potencial terapéutico importante en
patologias o procesos en los cuales el aumento de ROS sea un evento
determinante, como lo es la resistencia a enzalutamida. En esta tesis se

analizaron dihidromiricetina y quercetina, extraidos de Maytenus disticha.
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Figura 4: Maytenus disticha. Imagen obtenida desde chileflora

Dihidromiricetina es un flavonoide perteneciente a la subcategoria flavan-3-ol,
que posee grupos hidroxilo en los carbonos 3, 5, 7, 3’, 4’ y 5°. Es conocido
como ampelopsina, debido a que es uno de los principales compuestos
bioactivos de Ampelopsis grossedentata. Esta planta fue utilizada en la
medicina tradicional China para tratar hipertension y problemas cardiacos,
actividad que se atribuye a la dihidromiricetina (B. Huang et al., 2018)(Hou et
al., 2015). Ademas, se ha demostrado que puede tener un efecto protector del
dafio cardiaco provocado por doxorrubicina, por inhibicion de NLRP3 (Z. Sun

et al., 2020).
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Figura 5: Estructura quimica de dihidromiricetina. Obtenida desde

Pubchem.

Este compuesto también presenta actividad contra diferentes enfermedades
metabolicas y cancer. Una de las enfermedades en que se ha encontrado
actividad de dihidromiricetina es la aterosclerosis. En esta patologia, se ha
reportado que inhibe la fagocitosis de lipidos y de esta forma evitar la
formacion de células espumosas (T. T. Liu et al., 2017). Wang y
colaboradores, indican que existe una relacion dosis dependiente en la
inhibicion de la transicién epitelio mesenquimal en células MKN45 (Wang et

al., 2019).

En bajas dosis, se ha encontrado que dihidromiricetina tiene actividad contra
Fusobacterium nucleatum, la cual cumple un rol fundamental en cancer de
colon (X. H. Zhu et al., 2019). En ratones deficientes de receptor de LDL,
dihidromiricetina disminuye los niveles de ROS, baja la concentracion de
oxLDL en sangre y también la expresion de ARNm para IL-6 en individuos
sometidos a una dieta alta en grasas. En células HUVEC, células endoteliales

de corddn umbilical, dihidromiricetina produjo una disminucion en la activacién
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de NF-kB y produccion de ROS al ser tratadas con oxLDL (T. T. Liu et al.,
2017). En células HUVEC, dihidromiricetina disminuye la expresion de LOX-1

y el estrés oxidativo inducido por oxLDL (Y. Luo et al., 2017).

Por otra parte, quercetina es un flavonoide perteneciente a la subclase de los
flavonoles, el cual presenta cinco grupos hidroxilo en posiciones 3’, 4’, 3,5y

7 de los anillos bencénicos, Figura 6 (Formica & Regelson, 1995).

Figura 6: Estructura quimica de quercetina. Obtenida desde Pubchem.

El tratamiento con dosis orales de quercetina en ratas Lewis produjo un
aumento de la capacidad antioxidante del plasma sanguineo, junto con la
reduccion la activacion de NF-kB y una disminucion en la secrecion de IL-1
(Gardi et al., 2015). En células de cancer de préstata, PC3, quercetina no solo
genera una disminucion de la activacion de NF-kB, sino que también en la
activacion de otras vias de sefalizacion implicadas en la progresion tumoral
de dicha patologia (Senthilkumar et al., 2011). En células de hepatoma
humano (HepG2) quercetina disminuye la relacion entre NF-kB en el nucleo y
en el citoplasma, inhibiendo la translocacion nuclear progresivamente. La
fosforilacion de la quinasa del inhibidor de NF-kB también es disminuida por

este flavonoide (Granado-serrano et al., 2010).
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4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El cancer es la segunda causa de muerte por enfermedad crénica a nivel mundial. En
especifico el cancer de prostata es el con mayor incidencia en la poblacién masculina
y esta entre las 3 primeras causas de muerte por cancer en hombres. Su tratamiento
en etapas avanzadas se basa en castracion quimica, sin embargo, el cancer de
prostata genera resistencia a éste, produciendo un cancer de préstata resistente a
castracion. El tratamiento de cancer de préstata resistente a castracion esta basado
principalmente en la utilizacion de tres drogas: enzalutamida, abiraterona o docetaxel,
sin embargo, la aparicion de resistencia a estos farmacos es recurrente en pacientes
con CRPC. Esto afecta de diversas formas al paciente, ya sea en una merma en su
calidad de vida y el tiempo de sobrevida, ademas de conllevar un impacto econémico
tanto para el paciente como para la salud publica. Es por esto por lo que la busqueda
de blancos terapéuticos a marcadores de resistencia a enzalutamida en modelos
CRPC toma una importancia en la investigacion biotecnolégica. Resultados de
nuestro grupo han demostrado que el receptor LOX-1 a través de su activacion por
oxLDL, podria iniciar la cadena de vias de activacion NF-kB, la cual genera la
expresion de AR y AR-V7, receptores clave en la resistencia a enzalutamida. En
modelos de células endoteliales se ha descrito que la activacion de LOX-1 induce la
generacion de ROS, los cuales inician la cascada de sefializacion de NF-kB. Nuestro
grupo recientemente ha aislado flavonoides desde M. disticha, tales como quercetina
y dihidromiricetina, las cuales podrian prevenir la activacion de NF-kB inducida por

LOX-1, a través de su capacidad scavenger de ROS.
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5. HIPOTESIS

Los flavonoides dihidromiricetina y quercetina previenen el desarrollo de
resistencia a enzalutamida, inducida por LOX-1/oxLDL a través de la

prevencion de la activacion de la via NF-kB.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General:

Analizar el efecto de LOX-1/oxLDL en la resistencia a enzalutamida y
determinar si los flavonoides dihidromiricetina y quercetina, provenientes de
M. disticha pueden prevenir este efecto a través de la disminucion de la

generacion de ROS y la consecuente inactivacion de la via NF-kB

6.2.0bjetivos Especificos:

1) Determinar la funcién de LOX-1/oxLDL en la resistencia a enzalutamida
mediada por la activacion de la via NF-kB.

2) Determinar el efecto de los flavonoides dihidromiricetina y quercetina
en la prevencién de la resistencia a enzalutamida inducida por LOX-

1/oxLDL.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1.Generacion lineas celulares con silenciamiento de LOX-1.
Se sembraron 500.000 células C4-2B en placas de 6 pocillos por 24 horas en
medio RPMI con 10% de suero fetal bovino. Para realizar la transfeccion se
agregaron 150 picomoles de ARN de interferencia contra el receptor LOX-1 o
ARN de interferencia control en 200 uL de medio Opti-MEM, de igual manera
se realiz6 una mezcla de 200 pL de medio Opti-MEM con 6 pL de
lipofectamina 3000. Estas mezclas fueron incubadas durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se realizé
un cambio de medio a las células C4-2B y se les agregd Opti-MEM, luego se
agregaron 400 pL de la mezcla antes mencionada y se dejaron en incubacién
en condiciones de cultivo, por 16 horas para luego agregar 1 mL de medio
RPMI al 10%. Las células se mantuvieron por 48 horas y luego se confirmé el
silenciamiento de LOX-1 mediante western blot. EI mismo procedimiento se

realiz6 para cada uno de los ensayos en los que LOX-1 fue silenciado.

7.2.Transfeccién de células para andlisis de actividad p65 asociado a
reportero luciferasa.

Se sembraron 1.000.000 células C4-2B en placas de 6 pocillos por 24 horas

en medio RPMi con 10% de suero fetal bovino. Para realizar la transfeccion

se agrego 1 pg plasmido pHAGE-NF-kB-TA-LUC-UBC-dTomato-W en una

mezcla de ADN con el reactivo P3000 en 200 uL de medio Opti-MEM en

relacion 1:1 (v/v), se realiz6 también una mezcla de 200 uL de medio Opti-

MEM con 2 pL de lipofectamina 3000. Estas se mezclaron y se incubaron
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durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiempo de
incubacion, se realiz6 un cambio de medio a las células y se les agregé Opti-
MEM, luego de este cambio de medio se agregaron 400 pL de la mezcla antes
mencionada y se dejaron incubando en condiciones de cultivo. Para confirmar
que las células fueron transfectadas se utilizé microscopio de fluorescencia
con filtro 580 nm, aquellas células con el plasmido pHAGE-NF-kB-TA-LUC-

UBC-dTomato-W se observaron de color rojo al microscopio.

Las células fueron expandidas a dos placas de seis pocillos y una de ellas fue
transfectada con ARN de interferencia contra LOX-1 y ARN de interferencia

control, como se menciono anteriormente, para hacer tratamientos con oxLDL.

7.3.Determinacién del efecto de oxLDL y LOX-1 en la generacién de
ROS en células C4-2B.

Se sembraron por pocillo 20.000 células C4-2B con siARN control y C4-2B
con siARN contra LOX-1 en placas negras para fluorescencia por 24 horas.
Luego, se procedio a realizar tratamientos de 10 pg/mL de extracto total de M.
disticha, 50 uM de dihidromiricetina, 25 pM quercetina, 5 uM de trolox como
control positivo de actividad antioxidante. Luego de 60 minutos, se agregé 5
MM de la sonda CM-H2DCFDA. Se incub6 por 15 minutos, luego las células
fueron tratadas con dosis de 50 ug/mL de oxLDL en los pocillos. Luego se
incubaron las células en condiciones de cultivo (37°C y 5% CO2) y se realiz6
una medicion de fluorescencia 480-530 nm en fluorimetro Synergy HTX multi-

mode reader a los 90 minutos post incubacion con oxLDL.
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7.4.Determinacion del efecto de oxLDL y LOX-1 en la activacion de
NF-kB en células con C4-2B, a través de western blot.

Para analizar la activacion de la via NF-kB, se sembraron 400.000 células C4-
2B con siARN control y C4-2B con siARN contra LOX-1 en placas de 12
pocillos. Se realiz6 un tratamiento con oxLDL 50 pg/mL, por 60 minutos. Luego
se realiz6 una extraccion de proteinas con 300 pL de buffer RIPA
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas en hielo. La
cuantificacion de proteinas se realizo utilizando el método de BCA. Para las
electroforesis en gel de poliacrilamida 10% en condiciones denaturantes, se
utilizaron 30 pg de proteinas totales, la separacion de proteinas se realizé a
un voltaje constante de 150 V. Una vez finalizada la electroforesis se
transfirieron las proteinas, mediante método semiseco a membrana de
nitrocelulosa de 0,22 um por 30 minutos a 0,3 Ay 25 V en el equipo BioRad
Trans-Blot Turbo. Posterior a la transferencia, se bloqueé con leche
descremada al 5% por 30 minutos y se aplicé a las membranas anticuerpos
para NF-kB subunidad p65 y su forma fosforilada, ademas se utilizé el
anticuerpo IkB y su forma fosforilada, estos anticuerpos se incubaron toda la
noche a 4°C. Luego las membranas se lavaron con buffer se incubaron en
anticuerpos conjugados Alexa Fluor anti — mouse 790 para las proteinas
fosforiladas y anti — rabbit 680 para la forma no fosforilada de la proteina.
GAPDH (mouse monoclonal Santa Cruz) fue utilizado como normalizador y se
utilizé anticuerpo conjugado Alexa Fluor anti — mouse 790 para escanear las
membranas. Todos los anticuerpos fueron preparados en leche descremada

2,5% con 0,1% de tween en TBS 1X. Posterior a las incubaciones antes
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mencionadas las membranas se escanearon las membranas en equipo

LICOR CLX.

7.5.Determinacion del efecto de oxLDL y LOX-1 en la activacion de
NF-kB en células con C4-2B, a través del analisis de actividad p65
asociado a reportero luciferasa.
Para la medicion de la actividad de p65, se utilizé el vector NF-kB-TA-LUC-
UBC-dTomato-W con lucifereasa bajo un promotor minimo para p65. Como
fue mencionado anteriormente, las células fueron transfectadas con el vector
y posteriormente con siARN control y sSiARN contra LOX-1. Las células fueron
tratadas con 50 pg/mL de oxLDL por 24 horas. Posteriormente se sutilizo el
kit Luciferase Assay System (Promega), se agrego buffer de lisis, este lisado
celular fue traspasado a tubos de 600 uL, se centrifugaron a 12.000 RPM y se
recupero el sobrenadante. Para finalizar se utilizaron 20 puL y se mezclaron
con 100 pL del reactivo Luciferase assay y se midié la luminiscencia en lector

de placa Synergy HTX multi-mode reader.

7.6.Efecto de LOX-1/oxLDL sobre la citotixicidad de enzalutamida.
Para ver el efecto de la oxLDL y LOX-1 sobre la citotoxicidad de enzalutamida,
se realiz6 un ensayo en placa de 96 pocillos con 20.000 células por pocillo, y
se realiz0 un tratamiento con oxLDL. Pasadas 24 horas desde el tratamiento
con oxLDL, se realizaron tratamientos de enzalutamida de 20 uM de dicha
droga. Las células se mantuvieron por 72 horas en condiciones de cultivo,
luego fueron fijadas con etanol al 70% y se tifieron con cristal violeta 1%. Una

vez lavado el exceso de cristal violeta, se agregaron 100 puL de metanol. De
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esta forma se evalud la diferencia en la citotoxicidad celular para dicha

concentracion de enzalutamida y la dosis de oxLDL.

7.7.Determinacién del efecto de LOX-1 en la expresion de marcadores
de resistencia a enzalutamida en células de cancer de prostata.

Se sembraron 400.000 células por pocillo en placa de 12 pocillos, de las lineas
celulares C4-2B, éstas se trataron con oxLDL en dosis de 50 pg/mL, estos
tratamientos se mantuvieron por 24 horas, tras las cuales se procedi6 a
extraer proteinas con buffer RIPA suplementado con inhibidores de proteasas.
Las proteinas se cuantificaron mediante reactivo de Bradford y se les realiz6
western blot, de la manera mencionada anteriormente. Los anticuerpos
utilizados fueron AR y AR-V7, el normalizador utilizado fue GAPDH vy las

membranas fueron escaneadas en el equipo LICOR-CLX.

7.8.Extracciéon y purificacion de dihidromiricetina y quercetina a
partir de Maytenus disticha.

Se recolectaron 7.0 kg de partes aéreas de Maytenus disticha en la zona
cercana al volcén Villarrica. EI material fue secado, molido y posteriormente
macerado en acetato de etilo/metanol (1:1/10 L) durante tres dias,
procedimiento realizado por duplicado. Tras cada maceracion el solvente fue
removido mediante evaporacion al vacio a una temperatura de 40°C y presion
de 200 mbar, obteniendo un extracto total organico. El extracto total fue
fraccionado mediante cromatografia en gel de silice (CC) eluida con hexano
y acetato de etilo (EtOAc) como fase movil. La polaridad se fue aumentando

desde hexano 100% hasta EtOAc 100%. Las fracciones obtenidas se
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analizaron mediante cromatografia de capa fina (TLC). En la fraccion 9
(hex/EtOAc 1:4 v/v) se obtuvo una molécula que tras evaporacion lenta del
solvente a 20°C generd un solido blanco, el cual fue analizado mediante
resonancia magnética nuclear de 1 y 2 dimensiones (RMN). El producto
obtenido fue identificado como dihidromiricetina. Desde la fraccion 10 (EtOAc

100 %) se obtuvo un sélido amarillento identificado por RMN como quercetina.

7.9.Efecto de dihidromiricetina y quercetina en la activacién de la via
NF-kB inducida por oxLDL.

Se realizaron western blot para la expresion de la fosforilacion de NF-kB p65
y de IkB, para ello se sembraron 400.000 células de las lineas C4-2B en
placas de 12 pocillos, se realiz6 un pretratamiento con 50 pM de
dihidromiricetina y 25 uM de quercetina, luego de una hora las células se
trataron con una dosis de 50 pg/mL de oxLDL. Pasada 1 hora desde la
aplicacion de los respectivos tratamientos, se realizd la extraccion de
proteinas utilizando buffer RIPA, inhibidores de proteasas e inhibidores de
fosfatasas, siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Una vez
cuantificadas las proteinas, se utilizaron 30 ug de proteina total para una
electroforesis en gel al 10% de poliacrilamida y se realizé un western blot,

siguiendo el protocolo anteriormente descrito.

7.10. Efecto de dihidromiricetina y quercetina sobre la expresion
de marcadores de resistencia docetaxel inducida por oxLDL.
Para el andlisis de AR y AR-V7, se realizaron western blot. Las proteinas

fueron obtenidas de la misma forma que se describio anteriormente, a partir
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de células C4-2B tratadas con oxLDL en dosis 50 pg/mL, pretratadas por una
hora con 50 y 25 uM de dihidromiricetina y quercetina respectivamente. La
extraccion de proteinas se realizo6 tras 24 horas de incubacion post tratamiento
con oxLDL. Los western blot se realizaron siguiendo el protocolo utilizado

anteriormente para el analisis de dichos marcadores de resistencia.

7.11. Efecto de dihidromiricetina y quercetina sobre la
citotoxicidad de enzalutamida en células tratadas con oxLDL.

Para ver el efecto de los flavonoides cuando las células estan tratadas con
oXxLDL sobre la citotoxicidad de enzalutamida, se realizé un ensayo en placa
de 96 pocillos con 20.000 células por pocillo, para esto, las células se
pretrataron con 50 uM dihidromiricetina y 25 uM de quercetina por 1 hora,
posteriormente se realizé un tratamiento con oxLDL 50 pg/mL. Pasadas 24
horas desde el tratamiento con oxLDL, se realizaron tratamientos en dosis de
20 puM de enzalutamida. Las células se mantuvieron por 72 horas en
condiciones de cultivo, las células se fijaron con etanol al 70% y se tifieron con
cristal violeta 1%. Una vez lavado el exceso de cristal violeta, la placa fue
escaneada en equipo LICOR-CLX. De esta forma se evaluaron los cambios

en la citotoxicidad de enzalutamida para la condicion descrita.
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8. RESULTADOS

8.1.Silenciamiento de LOX-1 con ARN de interferencia.
Para determinar la funcion del receptor LOX-1 y la oxLDL en la resistencia a
enzalutamida, se realizo el silenciamiento del receptor utilizando la tecnologia
de ARN de interferencia, para esto las células fueron transfectadas con un
ARN de interferencia contra LOX-1, dos dias post transfeccién se evaluo el
correcto silenciamiento mediante western blot. Los resultados indicaron que
la expresion protética de LOX-1 disminuy6 aproximadamente en un 50%, tal

como se indica en la figura 7.

Todos los tratamientos con oxLDL fueron realizados dos dias posterior a la

transfeccion con ARN de interferencia.
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Figura 7: Expresién de LOX-1 en células C4-2B transfectadas con ARN
de interferencia por 48 horas. Células C4-2B fueron transfectadas con ARN
de interferencia contra LOX-1. Para confirmar el silenciamiento del LOX-1, se
comparé mediante western blot la expresién de éste en células con ARN de
interferencia control y con ARN de interferencia hacia OLR-1. Se evalud la
significancia mediante Test de t-student (***p< 0.001, **p=<0.01, *p<0.05), con

un n=3.
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8.2.LOX-1/oxLDL promueve la generacién de ROS en células CRPC.
Para ver el efecto que la oxLDL (50 pug/mL) sobre la generacion de ROS en
modelos celulares CRPC, se utiliz6 la sonda CM-H2DCFDA en células
transfectadas con siARN control o sSiARN LOX-. Los resultados muestran que
los estimulos de oxLDL incrementan significativamente la generacion de ROS
en las células transfectadas con siARN control. Al silenciar el receptor LOX-1,
no existe un aumento significativo en la generacion de ROS, respecto a su
control. sin embargo, al comparar los tratamientos con oxLDL, entre células
transfectadas con siARN control vs siARN LOX-1, las células transfectadas
con ARN de interferencia hacia LOX-1, existe una prevencion en la generacién
de ROS de un 48% aproximadamente, como se muestra en la grafica de la

figura 8.
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Figura 8: Analisis generacion de ROS en células C4-2B transfectadas
con ARN de interferencia contra LOX-1, estimuladas con oxLDL por 180
minutos. La generacién de especies reactivas de oxigeno inducida por
oxLDL, se compar¢ utilizando células C4-2B con ARN de interferencia contra
LOX-1, midiendo la oxidacién de la sonda CM-H2DCFDA a igual tiempo. Se
evaluo la significancia mediante test ANNOVA con un post-test de Dunnet

(***p= 0.001, **p=<0.01, *p=<0.05) con un n=3. Veces de
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8.3.LOX-1/oxLDL promueve la activacion de NF-kB en células C4-2B.
Para analizar el efecto de oxLDL sobre la activacion de la via de NF-kB, se
realizaron tratamientos de 50 pg/mL de oxLDL en células con ARN de
interferencia contra LOX-1 y ARN de interferencia control. Estos tratamientos
se mantuvieron por 1 hora para extraer proteinas y hacer mediciones de las

fosforilaciones de IkB-a y NF-kB, mediante western blot.

Se puede observar que, en las células transfectadas con siARN control, hay
un aumento en la fosforilaciéon de IkB-a (figura 9) y de la subunidad p65 de
NF-kB (figura 10) al tratar las células con una dosis de 50 ug/mL de oxLDL,
por otra parte, en las células con el ARN de interferencia contra LOX-1, se
previene tanto la fosforilacion de IkB-a en un 43% como la fosforilacion de NF-
KB p65 en un 36%. Esto indica que LOX-1/oxLDL esta relacionado con la

activacion de la via de NF-kB.

Se puede observar en la figura 11, que existe un aumento en la luminiscencia
al tratar con oxLDL las células parentales, pero al comparar con las células
con ARN de interferencia tratadas con oxLDL, hay una diferencia de un 48%

en la actividad luciferasa asociada a la activacion de NF-kB.
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Figura 9: Expresién de IkB fosforilado en células C4-2B siARN control y
C4-2B con ARN de interferencia contra LOX-1 con y sin oxLDL, 60
minutos post tratamiento con oxLDL. Andlisis el efecto de LOX-1/oxLDL
sobre la activacién de la via NF-kB se midio la expresion de la fosforilacion de
IkB luego de 60 minutos de tratamiento con 50 yg/mL de oxLDL. Se evaluo la
significancia mediante test ANNOVA con un post-test de Dunnet (***p< 0.001,

**p=<0.01, *p=<0.05) con un n=3
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Figura 10: Expresién de NF-kB subunidad p65 en células C4-2B y C4-2B
con ARN de interferencia contra LOX-1 cony sin oxLDL, 60 minutos post
tratamiento con oxLDL. Andlisis del efecto de LOX-1/oxLDL sobre la
activacion de la via NF-kB se midié la expresion de la fosforilacion de la
subunidad p65 de NF-kB luego de 60 minutos de tratamiento con 50 pug/mL
de oxLDL. Se evalu¢ la significancia mediante test ANNOVA con un post-test

de Dunnet (***p< 0.001, **p=<0.01, *p=<0.05) con un n=3.
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Figura 11: Activacion de la via NF-kB en células C4-2B y C4-2B con ARN
de interferencia contra LOX-1 mediante actividad luciferasa. Células C4-
siARN control y con ARN de interferencia con un promotor minimo de NF-kB,
se trataron con 50 pg/mL de oxLDL por 24 horas. Se evalué la significancia
mediante test ANNOVA con un post-test de Dunnet (***p< 0.001, **p<0.01,

*p<0.05) con un n=3.
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8.4.LOX-1/oxLDL promueve la expresion de marcadores de

resistencia, receptor de andrégenos (AR) y receptor de
andrégenos variante 7(AR-V7).

A través de western blot se realiz6 la medicion de expresion de AR y AR-V7,

para esto se utilizaron células C4-2B transfectadas con siARN control o SiARN

contra LOX-1. Las cuales se trataron por 24 horas con oxLDL, para después

extraer prote inas.

Tanto en el receptor de andrégenos y su isoforma, se puede observar un
aumento significativo en su expresion al tratarse con oxLDL las células
parentales. Por otra parte, aquellas células con LOX-1 silenciado tratadas con
oxLDL, no presentan este aumento en la expresiéon del receptor de
androgenos, teniendo una disminucion aproximada de un 62% respecto a las
células control con oxLDL. Es posible observar que también AR-V 7 de éste
tiene una disminucion respecto a las células control con oxLDL, siendo su
expresion aproximadamente un 64% menos cuando LOX-1 se encuentra

silenciado.

Esto indica que existe una relacion entre LOX-1/oxLDL y la expresion tanto de
receptor de andrégenos como de sus variantes, especificamente AR-V7, la

cual es un marcador de resistencia hacia enzalutamida.
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Figura 12: Expresion de receptor de androgenos (AR) en células C4-2B
con LOX-1 silenciado. Andlisis mediante western blot de la expresion de AR
posterior a 24 horas de tratamiento con 50 pg/mL de oxLDL. Se evalud la
significancia mediante test ANNOVA con un post-test de Dunnet (***p< 0.001,

**p<0.01, *p=<0.05) con un n=3
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Figura 13: Expresion de receptor de andrégenos variante 7 (AR-V7) en
células C4-2B con LOX-1 silenciado. Analisis mediante western blot de AR-
V7 posterior a 24 horas de tratamiento con 50 pug/mL de oxLDL. Se evalué la
significancia mediante test ANNOVA con un post-test de Dunnet (***p< 0.001,

**p<0.01, *p=<0.05) con un n=3.
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8.5.Efecto de oxLDL sobre la citotoxicidad de enzalutamida.
El efecto de la oxLDL sobre la citoxicidad de enzalutamida se realiz6 mediante
ensayos en placa de 96 pocillos, para esto se utilizaron células C4-2B y
células C4-2B con ARN de interferencia contra LOX-1, las cuales se
pretrataron por 24 horas con oxLDL y luego con una dosis de 20 uM de

enzalutamida.

De acuerdo con la figura 14, la viabilidad celular al tratar con oxLDL las células
C4-2B aumento 1,6 veces respecto a aquellas tratadas solo con enzalutamida.
Por otra parte, las células tratadas con ARN de interferencia contra LOX-1, no
presentan diferencia en la viabilidad respecto al control con enzalutamida. Las
células tratadas con siARN contra LOX-1, oxLDL y enzalutamida, presentan
una viabilidad un 87% menor que las células parentales tratadas con oxLDL y
enzalutamida. Esto ultimo podria establecer que los efectos de resistencia son

mediados por LOX-1/oxLDL.
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Figura 14: Efecto de oxLDL 50 pug/mL en la citotoxicidad de enzalutamida
en dosis de 20 uM en células C4-2B con siARN control y siARN contra
LOX-1. Para comprobar si la resistencia a enzalutamida es mediada por LOX-
1, se trataron células C4-2B con dosis de 20 uMde enzalutamida y con 50
pug/mL de oxLDL, de esta manera se pudo observar el efecto de esta ultima
sobre la citotoxicidad de enzalutamida. Se evalud la significancia mediante
test ANNOVA con un post-test de Dunnet (***p< 0.001, **p<0.01, *p<0.05) con

un n=3.
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8.6.Purificacion de dihidromiricetina y quercetina desde Maytenus
disticha.

En la figura 15, se muestra el espectro obtenido desde el solido blanco

obtenido en la fraccion 9 de M. disticha, utilizando como solvente acetona. En

este espectro se muestran seis tipos de protones (a — f). por otra parte,

también se analizaron los espectros bidimensionales de COSY, HSQY vy

HMBC, los cuales ayudan a identificar la molécula en estudio.

En la figura 16, se muestra el espectro obtenido desde el sélido amarillo
obtenido en la fraccion 10 de M. disticha, utilizando como solvente acetona.
En este espectro se muestran cinco tipos de protones (a — ). por otra parte,
al igual que con dihidromiricetina, en este caso también se analizaron los
espectros bidimensionales de COSY, HSQY y HMBC, para identificar la

molécula en estudio.
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Figura 15: Espectro de dihidromiricetina 1H-RMN 600 MHz en acetona-
d6. El compuesto fue aislado desde la purificacion de la fraccidén 9 del extracto
total de M. disticha.
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Figura 16: Espectro de quercetina 1H-RMN 600 MHz en acetona-d6. El
compuesto fue aislado desde la purificacion de la fraccion 10 del extracto total

de m. disticha.
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8.7.Efecto de Maytenus disticha, dihidromiricetinay quercetina sobre
la generacion de ROS inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-

2B.
De acuerdo con lo que se obtiene desde la figura 17, el extracto total de M.
disticha no presenta ningun efecto en la generacion de ROS en este modelo
celular, teniendo un comportamiento similar al control. Quercetina tiene una
prevencion tanto en la generacion de ROS basal como al comparar con
oxLDL, siendo esta ultima de un 23,4% aproximadamente. Dihidromiricetina,
por el contrario, produjo un aumento en la generacion de ROS, siendo éste de
1,3 veces mas que aquellas células tratadas solo con oxLDL. Al comparar la
capacidad antioxidante tanto del extracto total como las moléculas con trolox,
todas tienen una menor capacidad, dado que trolox previene la generacion de

ROS por debajo del rango basal para ambas condiciones.
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Figura 17: Andlisis generacion de ROS en células C4-2B, tratadas con
Extracto total de M. disticha, dihidromiricetina, quercetina y trolox,
estimuladas con oxLDL por 180 minutos. La generacion de especies
reactivas de oxigeno inducida por oxLDL, se compard utilizando células C4-
2B tratadas con 50 pg/mL de oxLDL en cotratamiento con extracto total de M.
disticha, dihidromiricetina 50 uM y quercetina 25 uM, ademas de utilizar como
control de actividad antioxidante trolox 25 uM, midiendo la oxidacién de la
sonda CM-H2DCFDA a igual tiempo. Se evalud la significancia mediante test
ANNOVA con un post-test de Dunnet (***p< 0.001, **p=<0.01, *p=<0.05) con un

n=3.
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8.8.Efecto de Maytenus disticha, dihidromiricetinay quercetina sobre
la activacion de NF-kB inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-

2B.
El tratamiento con oxLDL generd un aumento en la relacion p-IkB/IkB en 1,3
veces respecto al control sin tratamiento (figura 18). Sin embargo, este efecto
se previno al hacer un cotratamiento con extracto total de M. disticha,
quercetina y dihidromiricetina. M. disticha, previno la fosforilacion de IkB en un
30,5%, quercetina en aproximadamente un 54,7%, dihidromiricetina la previno

en un 70,3% aproximadamente.

Como se puede observar en la figura 19, los tratamientos con extracto total
de M. disticha, quercetina y dihidromiricetina, previnieron la fosforilacion de
NF-kB. La expresion de p-NF-kB mostré que, al tratar las células con oxLDL
existia un aumento en la fosforilacion de la subunidad p65 en un 55,6%, lo
que esta asociado a la activacion de la via. De igual forma que con IkB, el
extracto total de M. disticha, presenta una prevencion de ésta de
aproximadamente un 45,5%. Quercetina previno la fosforilacion de p65 en un
45,5% (comparado con las células con oxLDL). En el caso de dihidromiricetina

50 uM, este compuesto previno la fosforilacion de p65 en un 47,4%.

De acuerdo con el gréafico de la figura 20, el extracto total de M. disticha,
previno la expresion de AR aproximadamente en un 42,2%. Quercetina
previno la expresion de AR inducida por oxLDL en un 85% aproximadamente.
Incluso, se puede ver un efecto sobre el nivel basal de AR, ya que en el control

sin oxLDL disminuye en un 78% aproximadamente. En cambio,
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dihidromiricetina produjo un aumento en la expresion de AR del 110%

aproximadamente.

Para AR-V7 (figura 21), se obtuvo que el extracto total de M. disticha, no
presentdé una diferencia significativa en su expresion al tratar con oxLDL.
Quercetina previno la expresion de AR-V7 inducida por oxLDL en un 30%
aproximadamente. Dihidromiricetina, al igual que el extracto total, no produjo
una diferencia en la expresion de AR-V7 comparado con el tratamiento con

oxLDL
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Figura 18: Expresion de IkB fosforilados en células C4-2B tratadas con
50 pyg/mL de oxLDL por 1 hora, junto con extracto total de M. disticha,
guercetina y dihidromiricetina. lzquierda, grafico de expresién de IkB
fosforilado con los diferentes tratamientos. Derecha western blot de la
fosforilacién de de IkB. Se evaluo la significancia mediante test ANNOVA con

un post-test de Dunnet (***p< 0.001, **p<0.01, *p<0.05) con un n=3.
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Figura 19: Expresion de p-NF-kB p65 en células C4-2B tratadas con 50

Expresion de p-NF-kB p65/NF-kB p65
(veces de cambio respecto al control)

Mg/mL de oxLDL por 1 hora, en co-tratamiento con extracto total de M.
disticha, quercetina y dihidromiricetina. Analisis de la prevencion de la
expresion de p-NF-kB p65 con tratamientos de 1 hora de oxLDL con
compuestos extraidos desde M. disticha (izquierda). Westen blot expresién de
p-NF-kB p65 con tratamientos de 1 hora de oxLDL con compuestos extraidos
desde M, disticha (derecha). Se evalud la significancia mediante test ANNOVA

con un post-test de Dunnet (***p< 0.001, **p<0.01, *p<0.05) con un n=3.
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8.9.Efecto de dihidromiricetinay quercetina sobre la expresion de AR
y AR-V7 inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-2B.

De acuerdo con el gréfico de la figura 20, el extracto total de M. disticha,
previno la expresion de AR aproximadamente en un 42,2%. Quercetina
previno la expresion de AR inducida por oxLDL en un 85% aproximadamente.
Incluso, se puede ver un efecto sobre el nivel basal de AR, ya que en el control
sin oxLDL disminuye en un 78% aproximadamente. En cambio,
dihidromiricetina produjo un aumento en la expresiéon de AR del 110%

aproximadamente.

Para AR-V7 (figura 21), se obtuvo que el extracto total de M. disticha, no
presentd una diferencia significativa en su expresion al tratar con oxLDL.
Quercetina previno la expresién de AR-V7 inducida por oxLDL en un 30%
aproximadamente. Dihidromiricetina, al igual que el extracto total, no produjo
una diferencia en la expresiéon de AR-V7 comparado con el tratamiento con

oxLDL.
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Figura 20: Expresion de AR en células C4-2B tratadas con 50 pg/mL de
oxLDL por 24 horas, junto con extracto total de M. disticha, quercetina,
dihidromiricetina. Expresion de AR respecto a GAPDH en células C4-2B
(izquierda). Western blot de expresion de AR al tratar células C4-2B con
compuestos extraidos a partir de M. disticha (derecha). Se evalud la
significancia mediante test ANNOVA con un post-test de Dunnet (***p< 0.001,

**p<0.01, *p=<0.05) con un n=3.
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Figura 21: Expresion de AR-V7 en células C4-2B tratadas con 50 pg/mL
de oxLDL por 24 horas, junto con extracto total de M. disticha,
quercetina, dihidromiricetina. Expresion de AR-V7 respecto a GAPDH en
células C4-2B (izquierda). Western blot de expresion de AR-V7 al tratar
células C4-2B con compuestos extraidos a partir de M. disticha (derecha). Se
evaluo la significancia mediante test ANNOVA con un post-test de Dunnet

(***p= 0.001, **p=<0.01, *p=<0.05) con un n=3.
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8.10. Quercetina y no dihidromiricetina previenen lo efectos de
LOX-1/oxLDL en la citotoxicidad de enzalutamida en células C4-
2B.

En la figura 22 se puede observar la comparacion en la viabilidad de células
C4-2B tratadas con oxLDL, enzalutamida y las moléculas en estudio a una
dosis de 20 uM de droga. Cuando se ve el efecto de la dosis de enzalutamida,
existe un aumento en la viabilidad de 1,56 veces al pretratar las células con
oxLDL. Al comparar las células tratadas con dihidromiricetina y oxLDL con
aguellas tratadas con oxLDL, no existe una diferencia significativa en la
viabilidad celular. En cambio, al comparar las células pretratadas con oxLDL
y aquellas con oxLDL y quercetina, se obtiene que hay una disminucion de la
viabilidad celular de un 90% aproximadamente. Esto podria posicionar a
guercetina como un potencial adyuvante para el tratamiento con enzalutamida

en cancer de prostata resistente a castracion
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Figura 22: Viabilidad de células C4-2B tratadas con 25 pM de
dihidromiricetina, 50 pM de quercetina y 50 pg/mL de oxLDL por 24
horas, ademéas de tratamiento de 20 uM de enzalutamida. Efecto de
dihidromiricetina y quercetina sobre la viabilidad de células C4-2B tratadas
con oxLDL 50 pg/mL, a una dosis de 20 uM de enzalutamida. Se evalud la
significancia mediante test ANNOVA con un post-test de Dunnet (***p< 0.001,

**p<0.01, *p=<0.05) con un n=3.

54



9. DISCUSION

Debido a la importancia que existe en el tratamiento temprano y eficaz del
cancer avanzado, toma relevancia la busqueda de compuestos que tengan
una actividad adyuvante para prevenir los efectos de la resistencia a drogas.
Es por eso que se planteo la hipétesis de que los flavonoides dihidromiricetina
y quercetina previenen el desarrollo de resistencia a enzalutamida, inducida
por LOX-1/oxLDL a través de la prevencion de la activacion de la via NF-kB.
En la presente tesis, se evalu6 el rol de LOX-1/oxLDL en la resistencia a
enzalutamida y se utilizaron los flavonoides dihidromiricetina y quercetina,
obtenidos desde M. disticha pueden prevenir este efecto a través de la
prevencion de generacion de ROS vy la inactivacion de la via NF-kB. Nuestros
resultados demostraron que el receptor LOX-1 y su activacién por oxLDL
promueve la formacién de ROS y la activacion de la via NF-kB, generando un
aumento en la expresion de los principales marcadores de resistencia a
enzalutamida tales como AR y AR-V7, lo cual indujo una disminucién en la
citotoxicidad de enzalutamida en presencia y ausencia del receptor LOX-1y
oxLDL.

Posteriormente evaluamos los flavonoides obtenidos desde M. disticha,
dihidromiricetina y quercetina, para la prevencion de formaciéon de ROS y la
inactivacion de la via NF-kB y asi de esta forma prevenir la expresion de los
marcadores de resistencia a enzalutamida.

De estos ensayos se logroé determinar qué, sélo quercetina tiene actividad en

la prevencion de ROS, por el contrario, dihidromiricetina genera un aumento
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en la formacién de ROS en la concentracion de estudio utilizada (50 uM), el
extracto total de M. disticha de 10 pg/mL no genera prevencion en la
generacion de ROS.

Respecto a la inactivacion de la via de NF-kB, se determiné qué tanto el
extracto total, como sus compuestos derivados, dihidromiricetina y quercetina,
previenen la activacion de esta via de sefalizacion.

Respecto a los principales marcadores de resistencia a enzalutamida,
pudimos comprobar que el extracto total y principalmente quercetina, generan
un efecto en la prevencibn de la expresion de AR, sin embargo,
dihidromiricetina, potencia el efecto de oxLDL sobre la expresion de éste. En
la expresion de AR-V7, nuevamente quercetina, previene su expresion, por
otra parte, el extracto total y dihidromiricetina no generan un efecto

significativo en la prevencién de la expresion de AR-V7.

9.1.Silenciamiento de LOX-1 con ARN de interferencia como una
herramienta para la funcién de LOX-1 en el estudio de cancer de
préstata resistente a castracion.
Una de las estrategias de biologia molecular méas utilizadas para inhibir
parcialmente la expresion de una proteina es la utilizacion de siARN, en esta
tesis esta fue la técnica utilizada para inhibir la expresion de LOX-1,
obteniendo inhibiciones de aproximadamente un 50% de inhibicion de
proteina. El silenciamiento de LOX-1 ha sido reportado por varios autores,
entre los cuales Nagelreiter et al, lograron hacer un knockdown de LOX-1
utilizando siARN en células SZ95, logrando observar que este knockdown
influye en la expresion de diversos genes, incluyendo aquellos que participan
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en la mitosis (Nagelreiter et al., 2018). Hirsh y colaboradores, demostraron
que al utilizar inyecciones de siARN en liposomas contra LOX-1 se logré
disminuir su expresion en modelos de xenograft de células humanas de
cancer de prostata y de mama, obteniendo como resultado la disminucién en
la migracion celular y la reduccion de tamafo tumoral (Hirsch et al., 2010). En
astrocitomas, se logr6 un knockdown de LOX-1 con siARN de un 80%
posterior a siete dias desde la transfeccion (Da Silva et al., 2015). Itoh et al,
utilizaron siARN contra LOX-1 en células microgliales, logrando disminuir la
expresion del receptor. En investigaciones anteriores, la utilizacién de siARN
contra LOX-1 en lineas celulares de cancer de prostata resistente a
castracion, implicé una disminucién en la expresion del receptor entre un 40%
- 50%, lo que llevé a demostrar que LOX-1/oxLDL, son relevantes en la
transicion epitelio mesenquimal, potencial tumorigénico y crecimiento tumoral
en CRPC (Gonzalez-Chavarria et al., 2018). Nuestros resultados, en conjunto
con los resultados de otros autores nos permiten concluir que la utilizaciéon de
siARN es una herramienta valida para demostrar la funciéon de LOX-1/oxLDL

en la resistencia a enzalutamida en modelos CRPC

9.2.LOX-1/oxLDL promueve la generacion de ROS en células CRPC
Nuestros resultados demostraron que el receptor LOX-1 al ser activado por
oxLDL aumenta la generacion de ROS de forma significativa, estos resultados
son concordantes con lo que ha sido demostrado en literatura por otros
autores. Pérez et al comprobaron el aumento de ROS mediado por LOX-
1/oxHDL en células HUVEC y HAEC (ambos modelos endoteliales humanos)
(Pérez et al., 2019). Cominacini et al, demostraron que en células BAEC la
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activacion de LOX-1 por oxLDL promueve la formacion de H202 y Oz, siendo
estas ROS las moléculas que principalmente se generan en una célula al
activarse el complejo NADPH oxidasa (Cominacini et al., 2000). En células
endoteliales (CE), oxLDL produce un aumento de 2 veces en la produccion de
ROS, en comparacion con LDL nativa (X. ping Chen et al., 2007). En la misma
linea, Khaidakov y Mehta, demostraron que al tratar con oxLDL células
epiteliales de mama MCF10A, aumenta la expresion de receptores scavenger,
como el receptor LOX-1, SRA1 y CD36, ademas se observé un aumento en
la expresion de las subunidades P22pPhox y p47rhox de NADPH oxidasa
(Khaidakov & Mehta, 2012). Interesantemente, cuando se utilizan compuestos
gue reducen los niveles de actividad de NADPH oxidasa, como la coenzima
Q10, es posible reducir la generacion de ROS inducida por oxLDL. En este
sentido, se ha descrito que las principales ROS inducidas por oxLDL a través
de la activacibn de NADPH oxidasa son anién superoxido, peroxido de
hidrogeno, peroxinitrito y radical hidroxilo. Se ha descrito que el aumento en
Oz intracelular actia como mediador de retroalimentacion positiva en la
expresion de LOX-1 (Lubrano & Balzan, 2014). Lu et al sefialan que ROS
genera una regulacion positiva en la transcripcion de LOX-1 y que este ultimo
a su vez genera un aumento en la generacion de ROS (J. Lu et al., 2011). Wu
et al, por otra parte, demuestran una relacién entre oxLDL y el incremento de
ROS, al tratar la linea de macrofagos de ratbn RAW264.7 con 80 pg/mL,
aumento que es inhibido por el antioxidante androgafélido (J. Lu et al., 2011).
Por su parte, Vacaresse et al, demuestran que existe una relacién entre los

tratamientos con oxLDL y la produccion de ROS en células de la linea humana
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ECV-304, la cual se previene con la utilizacion de antioxidantes como trolox y
acido cafeico (Vacaresse et al., 2001). Esta generacion de ROS tiene como
consecuencia la activacion de vias de sefalizacion como NF-kB por los

mecanismos mencionados en la introduccion (Takada et al., 2003).

9.3.LOX-1/oxLDL promueve la activacién de NF-kB en células C4-2B

NF-kB es una via de sefializacion importante en la funcion del sistema inmune
y en procesos patolégicos como la inflamacion, aterosclerosis, disfuncion
endotelial y cancer. Esta via puede ser activada por TNF-a, LPS y también
por ROS, como se describi6 en la seccién de introduccion. Nuestros
resultados demostraron que la activacion de LOX-1 por oxLDL produce una
activacion de NF-kB mediante la fosforilacion activadora de la subunidad p65,
IKB-a y también se demostr6 un aumento en su actividad transcripcional
mediante actividad de reportero luciferasa. Estos resultados son concordantes
con lo demostrado por diversos estudios en patologias como el cancer,
aterosclerosis y disfuncion endotelial.

Una de las patologias en las que mas se ha descrito la activacion de NF-kB
mediada por LOX-/oxLDL es la aterosclerosis. Cabe destacar que la
activacion de NF-kB mediada por LOX-1 mediante oxLDL es crucial para
aumentar la expresion de moléculas de adhesién y quimiocinas, como las
selectinas E y P, la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1), la molécula
de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1) y la MCP-1, que son cruciales para
el inicio de la adhesién de monocitos a la CE, lo cual es un proceso importante
en la disfuncién endotelial e inicio de la aterosclerosis. Esto fue corroborado
por un estudio que demuestra que el silenciamiento de LOX-1 da lugar a una
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inhibicion significativa en los genes diana de NF-kB, como VCAM-1 (Xu et al.,
2013). También se ha descrito que tras la union de oxLDL a LOX-1 en CE, se
induce generacion de ROS, activando asi a NF-kB, pero inactivando el NO,
esencial para la vasodilatacion (Cominacini et al., 2000, 2001). Como la oxLDL
es un potente activador de NF-kB y considerando que se ha descrito que hay
sitios putativos de unién a NF-kB localizados en el promotor del gen LOX-1,
es razonable que la unién de oxLDL con LOX-1 pueda resultar en la activacion
de NF-kB sensible a redox a través de las vias de sefializacion NADPH
oxidasa-ROS, generando un feedback positivo en la generacion de ROS y
sobreexpresion del receptor LOX-1 (Anrather et al., 2006). La activacion del
NF-kB puede inducir la regulaciéon de los mediadores proinflamatorios como,
IL-6, IL-1B, TNFa y puede promover la expresion de receptores de
angiotensina como AT1R (Schmeisser et al., 2004) ademas del propio LOX-
1, que a su vez aumentan la captacion de oxLDL mediada por LOX-1,
amplificando asi los efectos de las oxLDL en la progresién de la aterosclerosis.
En céncer gastrico (células HGC-27), se ha determinado que la interaccion
entre LOX-1/oxLDL aumenta la activacion de NF-kB, promoviendo la
expresion y secrecion de VEGF-C, lo que puede promover la metastasis
linfatica del cancer gastrico (Caiqi et al., 2019). Hirsch obtuvo que al inhibir la
expresion de LOX-1, existe una prevencion de la activacion de NF-kB, factor
gue esta asociado a la transformacion celular, por lo que se previene esta
transformacién (Hirsch et al., 2010). Esto es comprobado ademas con el uso

de antagonistas de LOX-1 e inhibidores de NF-kB.
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En células de epitelio mamario, tratamientos de 20 pg/mL de oxLDL producen
un aumento en la fosforilacién de IkB de 2 veces respecto al control y la
subunidad p65 tiene un aumento de 1,4 veces (Khaidakov & Mehta, 2012). De
igual manera un silenciamiento de LOX-1, genera una disminucién en la
fosforilacién de IkB, ademas de disminuir genes relacionados con proliferacion
celular y migracion en células de cancer de mama HCC1143 (Khaidakov et
al., 2011).

Ademas, se ha descrito que oxLDL promueve la activaciéon de vias de
sefalizacion relacionadas con el incremento del potencial tumorigénico como
son las vias asociadas a B-catenina, NF-kB, STAT1 y STAT3 en células de

cancer de préstata PC3 (Wan et al., 2015).

9.4.LOX-1/oxLDL promueve la expresion de marcadores de
resistencia, receptor de andrégenos (AR) y receptor de
andrégenos variante 7(AR-V7) y efecto de LOX-1/oxLDL sobre la
citotoxicidad de enzalutamida
En el contexto del CRPC, se ha descrito que NF-kB puede mediar la expresion
de proteina relacionadas con la resistencia a drogas como enzalutamida y
abiraterona, como AR y AR-V7. Nuestros resultados indican que al tratar las
células C4-2B con oxLDL, aumenta la expresion de AR y AR-V7 en un proceso
mediado por el receptor LOX-1.
Si bien, no hay evidencia que relacione directamente LOX-1/oxLDL con la
expresion de AR y/o AR-V7, si se ha demostrado que la activacién de NF-kB,
estd implicada en la expresion de estos marcadores. En un modelo de
hiperplasia prostatica benigna, Austin, et al identificaron que NF-kB es
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primordial en la progresion de esta patologia prostatica que puede derivar a
cancer de prostata. En este mismo estudio se demostré que la activacion de
NF-kB, incrementa significativamente en el ARNm de AR-V7 (Austin et al.,
2016). En células CRPC LNCaP y 22Rv1, a las cuales se les sobre expreso
ARy AR-V7, se observo un aumento en la activacion de NF-kB, lo cual refleja
gue puede haber una retroalimentacion positiva entre estos marcadores y la
activacion de la via. Liu et al demostraron que la inhibicion de NF-kB con
melatonina previene la sobre expresiéon de AR y AR-V7 en este modelo de
estudio. En modelos de castracion, en los cuales se disminuye
significativamente la concentracién de DHT, y se ha demostrado un aumento
en la activacion de NF-kB evidenciada por la fosforilacion de la subunidad p65
(V. W. S. Liu et al., 2017). Esto en modelos celulares de humano y raton,
induce ademas un incremento en la expresion de AR-V7, pero un aumento
modesto en la expresion de AR, lo cual ha sido observado también en modelos
de castracion in vivo (Morel et al., 2021). Por otro lado, Nadiminty et al,
demuestran que en células LNCaP, una linea sensible a androgenos, que la
sobre activaciéon de la via no canoénica de NF-kB, mediada por la subunidad
p52, también promueve la expresion de AR-V7 (Nadiminty et al., 2013). En
células 22Rv1, Kiliccioglu et al, observan que al inhibir NF-kB con BAY 11-
7082 y Hsp-27, posterior a 48 horas, existe una disminucion en la expresion
de AR-V7 y AR, reforzando la idea de que NF-kB es importante en la
sobreexpresion de estos dos marcadores de resistencia a enzalutamida
(Kiliccioglu et al., 2019). Es asi como se ha reportado que el bloqueo de la via

de sefializacion de NF-kB en células C4-2B y 22Rvl incrementa la
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sensibilidad de estas células CRPC a antiandrégenos, efecto que se puede
asociar a que la activacion de la via NF-kB aumenta la expresion de AR y AR-
V7 (X. Liu et al., 2009).

Con esta evidencia, es posible proponer que la expresion de AR y AR-V7
mediada por LOX-1/oxLDL, es resultado de la activacion de la via NF-kB, en
células C4-2B, sin embargo, es relevante plantear que estos efectos podrian
ser directos por la activacion de LOX-1/oxLDL o indirectos mediados por una
sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias como IL-6 dependiente de la
activacion de NF-kB.

Desde esta perspectiva, aun cuando cualquiera de esto dos eventos pueda
ser el responsable en la sobreexpresion de AR y AR-V7, la activacion de LOX-
1 deberia por tanto inducir un aumento en el ICso de drogas que tienen como
blanco a AR (enzalutamida, antagonistas de AR). Nuestros resultados
demostraron que los tratamientos de oxLDL disminuyen la citotoxicidad de
enzalutamida en dosis de 20 uM, efecto que se previene cuando hay un
knockdown de LOX-1, aun més, oxLDL mostré un efecto citotoxico en las
células con menor cantidad de LOX-1. Esta dosis de enzalutamida es utilizada
por diversos autores para el estudio de resistencia a esta droga (Khurana et
al., 2016, 2017). Estos resultados, refuerzan la premisa de que la expresiéon
de marcadores de resistencia esta asociada a la activacion de LOX-1 mediada
por oxLDL. Lo cual es de gran relevancia desde el punto de vista clinico,
debido a que enzalutamida es uno de los farmacos a utilizar en primeria

instancia al encontrarse un caso de CRPC. Entregando un blanco terapéutico
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gue puede optimizar el uso de la droga y evitar tanto la resistencia intrinseca
como adquirida por parte del paciente.

9.5.Purificacién de dihidromiricetina y quercetina.
La purificacion de ambas moléculas se ha realizado eficientemente dado que
son compuestos sélidos que han podido precipitar en solventes organicos una
vez concentrada la fraccion desde CC. La estructura de dihidromiricetina
muestra un anillo central no conjugado, el cual origina una estructura
tridimensional distinta que quercetina, la cual al poseer todos los carbonos
hibridizados sp? muestra mayor planaridad y también conjugacién electrénica
que dihidromiricetina.
Estos flavonoides son moléculas muy estudiadas por sus capacidades
farmacoldgicas, por ejemplo, quercetina muestra 527.000 resultados en
Google Académico (busqueda quercetin) y la dihidromiricetina entrega 7.820
resultados (busqueda dihydromyricetin), lo cual muestra la gran relevancia de
etos compuestos. Si bien estos compuestos han sido muy estudiados, los
resultados que hemos podido mostrar incrementan su conocimiento y rol
bioquimico de estas moléculas.
Para la identificacion de dihidromiricetina, los seis tipos protones que se
muestran, concuerdan con lo publicado por Chaturvedula y Huang, lo que
demuestra que el solido purificado efectivamente corresponde a
dihidromiricetina (Chaturvedula et al., 2013).
En la identificacion de quercetina, el espectro obtenido de *H concuerda con

lo descrito por Lallemand y Duteil (Lallemand & Duteil, 1977). Con esto, se
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logra confirmar que el so6lido amarillo obtenido mediante la purificacion de la
fraccion 10 de M. disticha.

En Brasil se han aislado derivados de quercetina en distintas especies de
Maytenus, principalmente sus formas glicosiladas (Leite et al., 2001; Vilegas
et al., 1999). mismo perfil es descrito en M. ilicifolia por Diagone et al (Diagone

et al., 2012).

9.6.Efecto de Maytenus disticha, dihidromiricetinay quercetina sobre
la generacion de ROS inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-

2B
Con lafinalidad de buscar inhibidores de la activacion de NF-kB o de estimulos
que induzcan su activacion, como las especies reactivas del oxigeno, se
utilizaron compuestos obtenidos a partir de M. disticha. En esta especie
demostramos que existen moléculas con actividad anticancerigena, como los
B-dihidroagarofuranos, los cuales inducen la muerte celular por apoptosis en
modelos in vitro de cancer de pulmén, mama y prostata (Gonzalez-Chavarria
et al., 2020). De igual manera, se describié que esta planta posee también
moléculas antioxidantes como la dihidromiricetina y la quercetina. El extracto
total, junto con estas moléculas fueron utilizados para evaluar su capacidad
en la prevencién de la generacion de ROS mediadas por LOX-1/oxLDL en
células C4-2B. Nuestros resultados demostraron que el extracto total total de
M. disticha, no previene los efectos de oxLDL en la formacién de ROS en
células en células C4-2B. En los tratamientos con dihidromiricetina no hubo
una actividad antioxidante, por el contrario, se observé una actividad
prooxidante y un efecto sinérgico en la generacion de ROS mediada por
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oxLDL. Sin embargo, los tratamientos con quercetina mostraron una actividad
antioxidante en la generacion basal de ROS y previno los efectos de oxLDL
sobre la generacion de ROS.

Andlisis reportados por nuestro laboratorio, demostraron que el extracto total
de M. disticha, no genera efecto sobre la formacion de ROS en lineas
celulares C4-2B, asi como tampoco en células PC-9 (cancer de pulmon) y
MCF-7 (cancer de mama) (Gonzalez-Chavarria et al., 2020). Estos resultados
pueden darse, debido a que el extracto total contiene una mezcla de varios
compuestos, los que pueden ser tanto antioxidantes, como prooxidantes. Por
otro lado, es posible que la concentracion de compuestos con la actividad en
cuestion (antioxidantes) sea baja para poder generar un efecto sobre la
produccion de ROS.

Los resultados obtenidos para dihidromiricetina, concuerdan con lo obtenido
con que ésta es una molécula que induce autofagia en células epiteliales
Cal27, debido a aumento de ROS (Fan et al., 2016). En lineas celulares de
melanoma humano SK-MEL-28, DHM también produce apoptosis mediante
aumento de ROS (Zhou et al., 2017). En células C4-2B ya habiamos
observado un aumento de ROS general, ademas de un aumento en el estrés
oxidativo mitocondrial por parte de dihidromiricetina (Gonzalez-Chavarria et
al., 2020). Por el contrario, en células de oido de ratén HEI-OC1 (H. Han et
al., 2020) y en los macréfagos de ratbn RAW?264.7, dihidromiricetina previene
la formacion de ROS inducida por LPS (X. Zhang et al., 2018). Por lo cual,
podriamos proponer que dihidromiricetina actia aumentando o disminuyendo

ROS, dependiendo del modelo celular y el agente inductor de ROS.
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Por su parte, la molécula de quercetina ha sido descrita como un agente
antioxidante, en células RAW264.7 previene la formacion de ROS inducida
por LPS (J. Tang et al., 2019), en células Hep-G2 previene la generacion de
ROS en tratamiento con 50 pg/mL de oxLDL. En células de glioma C6,
previene la formacién de ROS producida intrinsicamente por estas células (T.
J. Chen et al., 2006). En células MCF-7 tanto quercetina como quercetina
encapsulada mediante liposomas disminuyen la generacion de ROS,
inhibiendo la proliferacion celular (Rezaei-Sadabady et al., 2016). Por el
contrario, Shang et al, describen que en células de cancer gastrico de la linea
AGS, gquercetina a una concentracion de 100 uM produjo un aumento de 1.6
veces en la produccion de ROS a 12 horas (Shang et al., 2018). En células de
cancer de prostata de las lineas LNCaP y PC-3 se produjo una disminucién
en la generacion de ROS al tratar con 40 uM quercetina, efecto contrario al
obtenido en células DU-145 (Ward et al., 2018). Los efectos sobre la
produccion de ROS en células de cancer parecen ser dependientes de la
concentracion de quercetina, y la linea celular. Zhang, et al, al utilizar una
dosis de 20 uM de quercetina en PC-3 aumenta los niveles de ROS (X. Zhang
et al.,, 2020). Sin embargo, Zhang et al, una concentracion de 25 uM de
guercetina en células LoVo (cancer de colon) no tiene efecto en la produccién
de ROS (H. Zhang et al., 2012), por el contrario, en células MCF-7 esta
concentracion aumenta la formacién de ROS 2.5 veces respecto al control (Q.

Wu et al., 2018; H. Zhang et al., 2012).
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9.7.Efecto de Maytenus disticha, dihidromiricetinay quercetina sobre
la activacion de NF-kB inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-
2B
Nuestros resultados muestran que el extracto total de M. disticha,
dihidromiricetina y quercetina, previenen la activacion de la via NF-kB inducida
por LOX-1/oxLDL.
En el género Maytenus, se han reportado diferentes metabolitos secundarios,
como triterpenos, esteroides, flavononides, entre otros, Veloso et al, al revisar
diferentes bases de datos, reportan que la mayoria de las especies del género
Maytenus, poseen metabolitos con actividad antinflamatoria, procesos en los
gue NF-kB cumple un rol fundamental (Veloso et al., 2017).
Para dihidromiricetina, compuesto que tiene diferentes actividades bioldgicas,
como actividad antiinflamatoria y anticancerigena, nuestros resultados
concuerdan con los reportados por varios autores. En los procesos
inflamatorios, se ha demostrado que esta molécula regula negativamente la
expresion de NF-kB, en tratamientos sin estimulos activadores y previene la
activacion en ensayos con activacion con lipopolisacaridos (LPS), teniendo
como resultado una disminucion del efecto inflamatorio. En un modelo de
ratén con dieta alta en grasas, dihidromiricetina disminuye la fosforilacion de
la subunidad p65 inducida por LPS (D. Liu et al., 2019). En esta misma linea,
Guo et al, demuestran que una dosis intravenosa de dihidromiricetina en
ratones con higado graso, genera una disminucion en la actividad basal de
NF-kB en los hepatocitos de estos ratones (Guo et al., 2019). Tang et al, al

utilizar dihidromiricetina en células Hela, sefialan que disminuye la
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fosforilaciéon de IkB inducida por TNF-a (N. Tang et al., 2016). En células
microgliales de ratén BV2, tratamientos entre 10 — 50 uM de dihidromiricetina,
previenen la fosforilacion de IkB inducida por LPS (Weng et al., 2017). En
macrofagos de raton, RAW264.7, Hou et al, demuestran que la utilizacion de
dihidromiricetina disminuye la fosforilacion de IkB y la fosforilacion de la
subunidad p65 de NF-kB (Hou et al., 2015). Similar es lo descrito por Li et al,
en células CNE-2 (modelo de carcinoma nasofaringeo), con la utilizacién de
120 pg/mL de dihidromiricetina por 24 horas se logra generar una inhibicion
en la fosforilacion de IkB posterior a 30 minutos de tratar con TNF-a, también
informan que este compuesto bloquea la subunidad p65 (C.-H. Li et al., 2021).
Han et al, demuestran que la utilizacion de 50 y 100 uM de dihidromiricetina,
previene la fosforilacion de p65 a 24 y 48 horas post tratamiento en lineas
celulares de leucemia (HL60 y K562) (J. M. Han et al., 2021). En contraparte,
Zhou et tal, al utilizar 100 uM de dihidromiricetina en células de melanoma
humano (SK-MEL-28), demuestran que provoca autofagia inducida por
activacion de NF-kB (J. M. Han et al., 2021).

Nuestros resultados obtenidos respecto del efecto de quercetina en la
prevencion de los efectos de LOX-1 sobre la activacion de NF concuerdan con
lo obtenido por Cheng et al, quienes informan que un tratamiento de 20 uM de
guercetina en células ARPE-19, modelo de célula epitelial humano, previene
tanto la fosforilacion de IkB y la subunidad p65 de NF-kB inducida por IL-1(3
posterior a 60 minutos de tratamiento (Cheng et al., 2019). En otros modelos
endoteliales, células HUVEC, quercetina inhibe la activacion de NF-kB

inducida por TNF-a (T. Chen et al., 2020). En modelo murino de prostatitis,
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Meng et al, demuestran que dosis entre 50 — 200 mg de quercetina previenen
la fosforilacion de la subunidad p65 (Meng et al., 2018). Garcia-Roman et al,
indican que en la etapa de promocion de la hepatocarcinogénesis quimica
inducida por N-nitrosodietilamina, la utilizacién de quercetina disminuye los
niveles de traslocaciéon nuclear que NF-kB, aunque no genera una disminucion
significativa en la fosforilacion de IkBa (Garcia-Roman et al., 2008). En células
de hepatoma humano Hep-G2, quercetina previene la traslocacion nuclear de
NF-kB, ademas de prevenir |la fosforilacion de IkB, de acuerdo con lo reportado
por Granado-Serrano et al (Granado-serrano et al., 2010). En células de
cancer de colon CACO-2 y SW-620, dosis de quercetina entre 25 y 100 uM
disminuyen las fosforilaciones de IkB y p65, ademas de disminuir la union de
NF-kB al ADN luego de 6 horas de tratamiento en una relacion dosis-
dependiente (X. A. Zhang et al., 2015), lo que se traduce en un aumento en la
apoptosis de estas células. En células de cancer de pulmén A549, Wu et al
demuestran que tratamientos de 2 y 5 uM previenen la activacion de la via
NF-kB inducida por NiClz, un agente carcinogénico en este tipo de cancer (T.
C. Wu et al., 2018). Senthilkumar et al, demuestran que en la linea celular de
cancer de prostata PC-3, tratamientos de 50 y 100 uM disminuyen la
expresion de NF-kB (Senthilkumar et al., 2011). Algo similar, fue obtenido por
Bath et al, quienes utilizan EGF como inductor de actividad NF-kB en células
PC-3, sin embargo, la utilizacién de quercetina previene esta activacion (Bhat
et al., 2014). En modelo de osteoartritis de ratébn (proceso inflamatorio
asociado a la activacion de NFkB), dosis de 1, 5y 10 mg/kg de quercetina se

disminuye la expresion basal de NF-kB, disminuyendo el proceso inflamatorio
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asociado a la patologia (J. Zhang et al., 2019). Chekalina et al, demuestran
que, al administrar una dosis de 120 mg diarios de quercetina a un grupo de
pacientes con arteriopatia coronaria, se reduce el ARNm de IkBa en un 64,8%
aproximadamente, lo que conlleva a una disminucion en la actividad
transcripcional de NF-kB y la secrecién de citoquinas proinflamatorias como

TNF-a e IL-1B (Chekalina et al., 2018).

9.8.Efecto de dihidromiricetinay quercetina sobre la expresion de AR
y AR-V7 inducida por LOX-1/oxLDL en células C4-2B

Nuestros resultados mostraron que el extracto total de M. disticha y quercetina
previenen la expresion de AR, por el contrario, dihidromiricetina aumenta la
expresion de este marcador de resistencia a enzalutamida. Es importante
destacar que la sobreexpresion de AR, puede ser mediada por diferentes vias
de sefalizacion asociadas a cancer de préstata resistente a castracion, como
la activacion de NF-kB, vias MAP kinasa, PI3 kinasa, AKT y su auto regulacion
por feedback positivo (Kono et al., 2017).
En este sentido, Ha et al, demuestran que la aplicacion de un inhibidor de
AKT, en lineas celulares de cancer de prostata dependientes de andrégenos,
disminuye la expresion de AR (Ha et al., 2011).
Shabbir et al, en un estudio de Maytenus roykeanus, disminuye la expresiéon
de AR en células C4-2 y CWR22Rv1, ademas de tener un efecto similar en
modelo in vivo (Shabbir et al., 2015). De Oliveira et al, evaluaron in silico el
potencial biolégico de algunas moléculas de Maytenus gonoclada, en esta
evaluacion se obtuvo que al menos seis de éstas pueden tener una potencial
de inhibicién sobre AR (De Oliveira et al., 2014). Estos estudios posicionan a
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las especies del género Maytenus como objeto de estudio para el
descubrimiento de compuesto que tengan actividad biologica para la
prevencion de resistencia a enzalutamida en CRPC.

Como se menciona anteriormente, AR puede ser expresado por la activacion
de la via AKT, la cuél puede ser mediada por ROS (Koundouros &
Poulogiannis, 2018). Nuestros resultados informan que dihidromiricetina,
produce un aumento en la produccion de ROS, a pesar de prevenir la
activacion de la via NF-kB, por lo que es posible que el aumento de expresiéon
de AR por dihidromiricetina sea dado por la relacion entre ROS/AKT y no
ROS/NF-kB, lo que implicaria que dihidromiricetina genera un mecanismo de
inactivacion de NF-kB, ya sea de forma directa sobre las subunidades del
complejo o las kinasas que provocan su fosforilacion.

Olaniyan et al, al utilizar un modelo de rata Wistar, con ovario poliquistico
inducido por dehidropiandrégeno, demuestran que al tratar las ratas con una
dosis de 100 mg/kg diarios de quercetina por 15 dias, los niveles de ARNm
de AR disminuyen significativamente, lo cual sugiere que quercetina podria
regular de forma negativa la expresion de AR en tejido de ovario (Olaniyan et
al., 2020). Xing et al, al utilizar dosis de 10 — 100 uM de quercetina por 48
horas, previenen la expresion de AR basal o la inducida por el andrégeno
mibolerona (Mib) en células LNCaP (Xing et al., 2001). En células LNCaP
resistentes a docetaxel, Lu et al, indican que al tratar con una dosis de 20 uM
de quercetina, se disminuye la expresion de AR, 48 horas posterior al
tratamiento mediante la inactivacién de la via AKT (X. Lu et al., 2020). En

células LNCaP a las cuales se les transfecté un reportero de la actividad
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transcripcional de AR asociado a luciferasa, se demuestra que al tratar por 48
horas con 50 y 100 uM de quercetina, disminuyen la actividad del receptor,
mediante la inhibicion de la sintesis de ADN (Morris et al., 2006). Otro
resultado concordante con el obtenido es el de Tummala et al, quienes
demuestran que dosis de quercetina disminuyen la expresion de AR y AR-V7
en células C4-2B y 22Rv1 resistentes a enzalutamida a través de la regulacion
negativa hnRNPAL, proteina que regula positivamente la expresion de AR y
AR-V7 (Tummala et al., 2017).

Asi como la expresidon de AR es mediado por diferentes vias de sefalizacion,
se ha demostrado que su isoforma AR-V7 es mediada por estas mismas vias,
esto dado que Mediwala et al, demuestran que al utilizar inhibidores de la via
AKT en células PC-3 y LNCaP transfectadas con un reportero de la actividad
transcripcional de AR-V7, disminuye la actividad transcripcional de este
marcador (Mediwala et al., 2013). Shen et al, demuestran que MAPK4,
aumenta la expresion de AR-V7, mediante la activacion de la via de AKT a
través de la inactivacion de PTEN, uno de los supresores de tumor mas
importantes en cancer (Shen et al., 2021).

No es posible encontrar reportes de la actividad de dihidromiricetina sobre AR-
V7, pero si hay flavonoides a los que se les reporta dicha actividad. Tal es el
caso de luteina, flavonoide que en tratamientos de 25 y 50 uM reduce la
expresion de AR-V7 en células VCaP (Naiki-Ito et al., 2020). Quercetina en
dosis de 40 uM, previene la expresion de AR-V7 inducida por radiacion en
células 22Rvl y VCaP (D. Chen et al., 2021), lo cual concuerda con los

resultados obtenidos para este marcador de resistencia.
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9.9.Efecto dihidromiricetina y quercetina sobre la citotoxicidad de
enzalutamida en células C4-2B tratadas con oxLDL

Finalmente, para analizar si los efectos de LOX-1/oxLDL sobre la resistencia
a enzalutamida pueden ser prevenidos con co-tratamientos de
dihidromiricetina 50 uM y quercetina 25 pM, se analizo el efecto de estas
moléculas en presencia de enzalutamida 20 uM con o sin oxLDL en células
C4-2B. Los resultados demostraron que quercetina promueve un efecto
sinérgico con enzalutamida, y previene ademas los efectos de LOX-1/oxLDL,
generando incluso un aumento de los efectos citotoxicos de enzalutamida en
presencia de oxLDL, lo cual es paraddjico respecto a la presencia de
enzalutamida y oxLDL, lo cual genera una resistencia a la citotoxicidad. Esto
podria explicarse con los efectos que esta molécula tiene sobre las rutas
mencionadas anteriormente, como las vias dependientes de ROS, como NF-
kB, AKT, entre otras. Dihidromiricetina no presenta un efecto significativo al
compararse con las células tratadas con oxLDL y enzalutamida, efecto que
puede ser dado por el aumento que produce en AR y la mantencion de AR-

V7, mediada por esta molécula.
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10.CONCLUSIONES

En esta tesis se ha planteado como hipétesis de esta tesis es que los
flavonoides dihidromiricetina y quercetina previenen el desarrollo de
resistencia a enzalutamida, inducida por LOX-1/oxLDL a través de la
prevencion de la activacion de la via NF-kB. Esto debido al aumento de ROS

gue se produce al interactuar LOX-1 con oxLDL.

Para aceptar o refutar la hipétesis planteada se realizaron mediciones de
ROS, fosforilacion de IkB-a, NF-kB subunidad p65, expresion de AR, AR-V7
y el efecto de dihidromiricetina y quercetina en la citotoxicidad de

enzalutamida.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, es posible aceptar parcialmente
dicha hipdétesis, esto debido a que demostramos que la activacién de LOX-1
inducida por oxLDL genera una resistencia a enzalutamida mediada en parte
por ROS, activacion de la via NF-kB y la sobreexpresion de AR y AR-V7. Sin
embargo, solo quercetina previene los efectos inducidos por LOX-1/oxLDL,
tales como, la generacion de ROS, fosforilacion de IkB-a, NF-kB subunidad
p65, expresion de AR, AR-V7 y aumenta la citotoxicidad de enzalutamida aln
en presencia de oxLDL. En cambio, dihidromiricetina a pesar de prevenir la
fosforilacion de IkB-a y la subunidad p65 de NF-kB inducida por LOX-1/0xLDL,
aumenta la generacion de ROS, la expresion de marcadores de resistencia a
enzalutamida y no tiene efectos en la prevencion de la citotoxicidad de

enzalutamida en tratamiento con oxLDL.
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De esta forma, solo quercetina podria posicionarse como un potencial
adyuvante para tratamientos con enzalutamida en pacientes con CRPC. Sin
embargo, es necesario profundizar en estos estudios de la utilizacion de
guercetina como adyuvante, debido a que en un contexto clinico es importante
estar seguros de que no se promueva una resistencia inducida por esta
molécula a otros farmacos utilizados en paralelo o posterior a la resistencia a

enzalutamida, como abiraterona o los taxanos docetaxel, cabazitaxel.
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11. GLOSARIO

ADN - Acido desoxirribonucleico

ADT — Terapia de deprivacion de andrégenos

Akt — Proteina quinasa B

AR — Receptor de Andrégenos

AR-V7 —Variante 7 del Receptor de Andrégenos
ARN — Acido ribonucleico

ARNmM — ARN mensajero

CPRC - Cancer de prostata resistente a castracion
DHM - Dihidromiricetina

EGF — Factor de crecimiento epidemial

ICs0 — Concentracion inhibidora 50

ICAM — Molécula de adhesion intercelular

IKK — IkB quinasa

IL-1B — Interleuquina 1 beta

IL-6 — Interleuquina 6

IL-8 — Interleuquina 8

LDL — Lipoproteina de baja densidad

LOX-1 — Receptor de LDL oxidada Lectin-like 1
MAPK — Proteina quinasa activada por mitdgenos
MD — Extracto total de Maytenus disticha

NADPH — Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
NF-kB — Factor nuclear potenciador de cadenas ligeras kappa de células B
activas

oxHDL - Lipoproteina de alta densidad oxidada
oxLDL - Lipoproteina de baja densidad oxidada
PSA — Antigeno especifico prostatico

QRC — Quercetina

ROS — Especies reactivas del oxigeno

siARN — ARN de silenciamiento
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STAT3 - Transductor de sefales y activador de transcripcion 3

VEGF — Factor de crecimiento de epitelio vascular
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