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1. RESUMEN

El cancer de prostata (CaP) avanzado, depende de andrégenos para su
proliferacion y sobrevida, por lo cual es tratado con terapia de privacion de andrégenos
(ADT). La mayoria de los pacientes presenta resistencia al tratamiento y desarrollan
CaP resistente a la castracion (CRPC). El CRPC, paraddjicamente, aln depende de la
sefializacion del receptor de andrégenos (AR). Dos de los mecanismos que explican
este fendmeno son: 1) La sobreexpresion de AR e isoformas constitutivamente activas
como AR-V7y 2) la esteroidogénesis intracrina (o intratumoral) en donde se genera la
expresion de toda la maquinaria para la sintesis de andrégenos partir del colesterol para
la activacion de AR en condiciones de ADT. Se ha demostrado que las células CRPC
disminuyen la sintesis interna de colesterol (via del mevalonato) y aumentan la
captacion de lipoproteinas modificadas, por lo cual, la captacion exdégena de colesterol
desde el extracelular cobra relevancia en CRPC. Nuestra hipotesis es que las
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL, una forma modificada LDL) y no las
lipoproteinas de baja densidad nativas (nLDL) contribuyen significativamente al
desarrollo del fenotipo CRPC mediante la promocion de la expresion de enzimas
esteroidogénicas y marcadores de progresion en células de CRPC in vitro. Nuestros
resultados muestran que la LDL oxidada y no LDL contribuye a la esteroidogénesis

intratumoral, a través de la sobreexpresion de enzimas esteroidogénicas como

Xl



CYP17Al1l y AKR1C1 y a través de la induccién de una progresiéon bioquimica in vitro
evidenciada por la sobreexpresion de PSA, AR y AR-V7, en las lineas celulares C4-2B

y 22RV1, incrementado su fenotipo CRPC.
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2. INTRODUCCION

21 Cancer de prostata. Definicion, epidemiologia, clasificaciéon vy

tratamiento.

El cancer es la principal causa de muerte por enfermedad cronica a
nivel mundial. Se estima que en el afo 2020 fueron diagnosticados 20
millones de casos y se produjeron alrededor de 10 millones de decesos
por dicha patologia (GLOBOCAN, 2022a). A nivel nacional, el panorama
resulta preocupante, ya que en el afno 2019 las neoplasias (tumores) se
convirtieron en la principal causa de muerte por primera vez en la historia,
superando incluso a las enfermedades cardiovasculares.(Estadisticas,

2019).

El cancer de préstata (CaP) se posiciona como el cancer con mayor
incidencia y mortalidad a nivel mundial y nacional (GLOBOCAN, 2022b).
El CaP se define como una neoplasia que se presenta en hombres,
generalmente mayores de 50 afios. Se caracteriza por un crecimiento lento
y también por poseer una alta incidencia. Asi en mas del 70 % de las
autopsias de hombres mayores de 80 afos se encuentra un tumor

prostatico (MINSAL, 2015).
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Particularmente, en Chile, en el afio 2020 el CaP se posicioné como
el cancer mas frecuente y la mayor causade muerte por cancer en
hombres, cuyos casos registrados de incidencia y mortalidad fueron de
8160 y 2300 individuos, respectivamente. Ademas, se prevé que ambas
cifras se dupliquen al afio 2040 (GLOBOCAN, 2022c). Asi, el CaP genera
un interés particular pues corresponde a un problema de salud publica a

nivel nacional y mundial.

Se han establecido multiples factores de riesgo para el CaP, los que
se clasifican en endbégenos y exdgenos. Los factores enddgenos son: la
edad (Bechis, Carroll, & Cooperberg, 2011); el estrés oxidativo, que es
inherente al CaP y es requerido para el desarrollo de un fenotipo de mayor
agresividad (Kumar, Koul, Khandrika, Meacham, & Koul, 2008), y también
los factores genéticos y raciales que son determinantes para el desarrollo
de esta patologia (Gandaglia et al., 2021). En este contexto, hombres
mayores afrodescendientes son la poblacion mas propensa a padecer
CaP (Giona, 2021). Por otro lado, los factores exdgenos involucran
componentes ambientales y conductuales, como la exposicion a
carcinogénicos o la dieta. En ese sentido, se ha asociado la exposicion a
ciertos compuestos quimicos, conocidos como alteradores endocrinos
(EDC’s), los que interfieren con la funcion hormonal y los procesos de

crecimiento, desarrollo y carcinogénesis, especialmente en &rganos
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reproductores (Lacouture, Lafront, Peillex, Pelletier, & Audet-Walsh,
2022). Por otro lado, la hipercolesterolemia (Pelton, Freeman, & Solomon,
2012), particularmente los altos niveles de LDL (Kok et al., 2011) y la
obesidad (Allott, Masko, & Freedland, 2013) se han correlacionado con el
riesgo desarrollar CaP y con acelerar su progresion a estados de mayor

malignidad.

El cancer de prostata puede estadificarse segun el sistema TNM,
de la American Joint Committe on Cancer (AJCC). Asi, se establecen los
siguientes niveles para la clasificacion clinica del tumor segun su

localizacion:

e T1: Eltumor no es perceptible al examen de tacto rectal (DRE) y no se
observa durante la toma de imagenes. Es detectado habitualmente al

realizar una cirugia por una hiperplasia benigna de la prostata:

e T2: El tumor se encuentra localizado unicamente en la prostata y por

su tamanio es posible detectarlo por DRE.

e T3: El tumor ha crecido a través de la prostata hacia el tejido

inmediatamente externo a la prostata.
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e T4: El tumor crece hacia estructuras adyacentes a la prostata y
diferentes las vesiculas seminales como el esfinter externo, el recto, la

vejiga o la pared pélvica.

Los tratamientos de CaP varian en funcion del estadio clinico-
patolégico del paciente y su condicidn general de salud. En estadios
iniciales, T1 y T2 pueden adoptarse terapias clasicas como radiacion;
cirugia, o bien, espera vigilada. Sin embargo, en estadios superiores, T3
y T4, conocidos como CaP avanzado (MINSAL, 2015), se hace uso de una
terapia mas dirigida y especifica como la orquiectomia parcial o total y
tratamiento hormonal, puesto que el CaP es dependiente de los

andrégenos Testosterona (T) y Dihidrotestosterona (DHT).
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2.2 Papel del receptor de andrégenos en el desarrollo normal y anormal de

la préstata.

El receptor de andrégenos (AR) es un factor de transcripcién que
se localiza en el citoplasma cuando se encuentra inactivo. Sus ligandos
son los androgenos Testosterona (T) y Dihidrotestosterona (DHT), los
cuales en condiciones fisiologicas son producidos en su mayoria por las
células de Leydig en el testiculo y, en menor proporcion por la corteza
suprarrenal (Whitehead, 2001). La union del receptor con su ligando forma
el complejo andrégeno-AR, el cual promueve la heterodimerizacion del
receptor y su traslocacién nuclear para promover la expresion de genes
diana involucrados en el crecimiento y desarrollo de la glandula prostatica
(Janne & Shan, 1991). De esta manera, la sefalizacion mediada por
andrégenos y su receptor es fundamental para el desarrollo y
mantenimiento de la integridad estructural y funcional de la prostata

(Vickman et al., 2020).

Desde el desarrollo fetal, tanto las células del estroma como del
epitelio de la glandula prostatica son dependientes de la presencia de
testosterona. Durante la pubertad, la prostata experimenta un crecimiento
acelerado, el cual esta asociado a niveles elevados de testosterona

propios de un individuo adulto, asi como a la conversion de testosterona a
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dihidrotestosterona, una molécula que posee mayor afinidad por ARy que
promueve una sefializacion mediada por AR mas intensa (Vickman et al.,
2020). Este incremento en la sefializacion mediada por AR se ha
relacionado con la regulacion positiva de genes involucrados en la
proliferacion celular, tales como las ciclinas D1 y D3, y la regulacién
negativa de genes inhibidores del ciclo celular, como Retinoblastoma-1

(Nantermet et al., 2004).

En condiciones patoldgicas, el crecimiento anormal de la glandula
prostatica se asocia con la senalizacion andréogeno/AR. La evidencia
muestra un desequilibrio a favor de la proliferacion celular, lo que puede
dar lugar a hiperplasia prostatica benigna (BPH) o carcinoma prostatico
propiciado por la activacion de AR mediante su ligando (Banerjee,
Banerjee, Brown, & Zirkin, 2018). En este contexto, la senalizacion
mediada por AR regula positivamente la expresion de genes de la fase M
del ciclo celular, lo que promueve el desarrollo y crecimiento del cancer de
prostata andréogeno-independiente (AIPC) (Wang et al., 2009). Ademas, el
gen del antigeno prostatico especifico (PSA), marcador bioquimico-clinico
de la progresion del cancer de prostata, esta regulado al alza por AR a
nivel transcripcional (Kim & Coetzee, 2004). En conjunto, la evidencia
muestra que la sefalizacion mediada por AR es clave para el desarrollo y

progresion del cancer de prostata.
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2.3 Cancer de prostata avanzado, tratamiento y resistencia a ADT.

Segun la clasificacion de estadios del Ministerio de Salud
(MINSAL), el cancer de prostata avanzado se define como estadio T4-
N+M+, lo que indica que el cancer se ha diseminado a nédulos linfaticos
regionales y a otras partes del cuerpo. Debido a la dependencia hormonal
del cancer de prostata, en estos casos, la terapia de privacion de
androgenos (ADT) u hormonoterapia se convierte en la primera opcion de

tratamiento (MINSAL, 2015).

La terapia de privacion de andrégenos tiene como base la inhibicién
del eje hipotalamo-hipdfisis-goénada, el cual es responsable de la
producciéon de testosterona. La hormona liberadora de hormona
luteinizante (LH-RH) es secretada por el hipotalamo, y estimula la
liberacion de hormona luteinizante (LH) por la glandula pituitaria. La LH, a
su vez, actua sobre las células de Leydig en el testiculo, las cuales
generan el 95% de los androgenos totales (Whitehead, 2001). La ADT
consiste en una castracién quimica, la cual se logra mediante el uso de
agonistas o antagonistas de LH-RH. En ambos casos, se produce una
disminucién en la liberacion de LH desde la glandula pituitaria, lo que
genera una menor estimulacion de las células de Leydig en el testiculo vy,

por tanto, una disminucion en la sintesis de testosterona a nivel testicular.

21



Aungue la mayoria de los casos de cancer de prOstata responden
positivamente a la terapia de privacion de andrégenos (ADT), que consiste
en reducir hasta un 95% los niveles de andrégenos en sangre, un
porcentaje de entre el 10% y el 20% de los pacientes con céancer de
prostata sensible a hormonas desarrollara resistencia al tratamiento en un
plazo de 3 a 5 afos, lo que se conoce como cancer de prostata resistente
a la castracion (CRPC).(Mansinho, Macedo, Fernandes, & Costa, 2018).
Ademas, el 44% de los pacientes con CaP metastasico no reciben ADT
debido a la presencia de resistencia intrinseca a la castracion (National

Cancer Institute, 2010)

Como se menciond, a pesar de que la terapia de privacién de
andrégenos es el tratamiento preferente para el CaP avanzado, en un alto
porcentaje de los casos la terapia falla, lo que hace que la mayoria de los
casos de CaP progresen hacia CRPC. Clinicamente, el CRPC se define
por el aumento progresivo de los niveles séricos del biomarcador tumoral
de CaP, el antigeno prostatico especifico (PSA) o la progresion
metastasica de tumores, a pesar de que los niveles de testosterona sérica

sean menores a los 50 ng/dL (Crona & Whang, 2017).
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2.4 CRPC y dependencia de la seializaciéon de andrégenos.

Una de las caracteristicas mas destacables del CRPC es la
reactivacion de la sefializacién androgenos/AR (Stoykova & Schlaepfer,
2019), lo que se refleja clinicamente en el aumento de los niveles séricos
del PSA, un marcador bioquimico regulado por AR a nivel transcripcional.
Por lo tanto, lo que se conocia anteriormente como cancer de prostata
andrégeno-independiente (AIPC), hoy en dia se define como cancer de

préstata resistente a la castracion dependiente de andrégenos.

Ademas, existe evidencia de que un alto porcentaje de pacientes
con CRPC presenta un aumento en el numero de copias de genes AR, y
cerca del 30% de los pacientes presenta una elevacion en los niveles de
transcripcion de genes asociados con AR (Banerjee et al., 2018). Estos
hallazgos confirman la relacion de dependencia entre la sefializacién
mediada por AR y el desarrollo de CRPC, en el que AR esta involucrado
en la regulacion positiva de genes relacionados con la proliferacion y la
supervivencia celular, como CDC20, UBE2C y CDK1 (Wang et al., 2009) ,
asi como en la metastasis y la baja supervivencia del paciente, como IL-6

(Grivennikov & Karin, 2010; Lonergan & Tindall, 2011) .
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En consecuencia, la senalizacion recurrente mediada por AR
después del tratamiento con ADT se ha relacionado con el fallo de la

terapia farmacoldgica y la progresién de CRPC (Cao et al., 2014).

2.5 Mecanismos de resistencia a terapia de privaciéon de andrégenos y

esteroidogénesis intracrina de andrégenos

La literatura describe multiples mecanismos propuestos para la resistencia
a la castracion en CaP, incluyendo la sobreexpresién de AR, la generacion de
mutantes que conducen a la promiscuidad del receptor o la expresion de
variantes de empalme, como AR-V7 y AR567 (Sprenger & Plymate, 2014). Estas
variantes presentan falta 0 modificaciones en su dominio de union a ligando (LBD), lo que las
hace activas de manera constitutiva y se ha asociado su expresion con la progresion de

CRPC.

Otros mecanismos de resistencia a la castracién incluyen la activacion de
vias de sefalizacion aberrantes dependientes de ligando, como MAPK, AKT, NF-
kKB y STAT3, que son algunas de las principales vias descritas en la progresion
del CaP vy el desarrollo del CRPC (Abdulghani et al., 2008; Shorning, Dass,
Smalley, & Pearson, 2020; Suh & Rabson, 2004; Zhang et al., 2009). Estas vias
promueven la expresion de AR y su activacién por fosforilacion independiente de

ligandos, ademas de la expresion de genes involucrados en la proliferacion y
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supervivencia de células de CaP (Ghosh, Malik, Bedolla, & Kreisberg, 2003;
Gioeli, Mandell, Petroni, Frierson, & Weber, 1999; Ismail, Lessard, Mes-Masson,

& Saad, 2004).

También, se ha descrito un aumento en la produccion de DHT en tejidos
periféricos (Isaacs & Coffey, 1981). DHT es un ligando de alta afinidad por AR.
De hecho, DHT posee una mayor afinidad por el receptor que T (Grino, Griffin, &
Wilson, 1990). Esto permite su activacion a pesar de su baja disponibilidad, lo
que favorece el crecimiento y la supervivencia celular de las células de CaP en

condiciones de castracion.

Sumado a esto, se ha observado que las células de CaP, las cuales
provienen de un o6rgano no esteroidogénico (células epiteliales prostaticas)
generan un cambio fenotipico hacia la sintesis intracrina de esteroides, como Ty
DHT. Este es un mecanismo relevante en la generacion de CRPC dependiente
de la activacion de AR y se conoce como esteroidogénesis intracrina (o
intratumoral). La esteroidogénesis intracrina corresponde a una serie de
reacciones enzimaticas que permiten la generacioén de andrégenos T y DHT de
novo a partir del colesterol en las células de CRPC (Chandrasekar, Yang, Gao,

& Evans, 2015) (Figura 1).
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Figura 1. Vias esteroidogénicas generales en el CPRC. Se han definido tres
vias principales para la sintesis de dihidrotestosterona (DHT) en el CPRC. En la
via frontal, caracterizada por la necesidad de testosterona (T) como precursor
esencial de la DHT, la pregnenolona se convierte en dehidroepiandrosterona
(DHEA) mediante la actividad hidroxilasa y liasa secuencial de CYP17A1. La
DHEA (de origen intrinseco o suprarrenal) es entonces metabolizada por la 33-
HSD para dar lugar a androstenediona o por la 173-HSD (o AKR1C3) para dar
lugar a androstenediol, que posteriormente se convierten en T, seguida de su 5a-
reduccion a DHT por las 5a-reductasas (SRD5As). Por otro lado, las vias de
puerta trasera se refieren al uso de diferentes sustratos y reacciones enzimaticas
para sintetizar DHT, evitando la T como intermediario. En la via de puerta trasera
primaria, los intermediarios de la progesterona son reducidos en 5a y 3a por
SRD5A y AKR1C2 sobre la actividad liasa de CYP17A1, formando androsterona
y luego a androstanediol por 173-HSD para generar DHT. En la via secundaria
de puerta trasera (o via 5a-diona), la androstenediona producida en la via clasica
es convertida a 5a-androstenediona (5a-Adiona) por SRD5As en lugar de ser
convertida a T, y luego a DHT por 173-HSD’s. Observe que la enzima CYP17A1,
blanco terapéutico del farmaco abiraterona posee una funcion determinante en
la esteroidogénesis intratumoral, pues, participa de las tres vias de la
esteroidogénesis. sTAR (proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis);
CYP11A1 (enzima de escisién de la cadena lateral del colesterol); CYP17A1
(esteroide 17a-monooxigenasa); AKR1C3 (aldo-ceto reductasa 1C3); 17p-HSD
s, (17B-hidroxiesteroide deshidrogenasas); 3B-HSD’s (3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasas); SRD5As (5a-esteroide reductasa); AKR1C2 (aldo-ceto
reductasa 1C2). Modificado de Orphan nuclear receptors as regulators of
intratumoral androgen biosynthesis in castration-resistant prostate cancer. Jianfu
Zhou, Et. Al. Oncogene. 2021 (Zhou et al., 2021).

26



En general, se han definido tres vias para la sintesis de DHT en CRPC. La
primera via, conocida como la via de puerta frontal, involucra la esteroidogénesis
a partir del colesterol que ingresa a la mitocondria a través de la enzima
reguladora de esteroidogénesis (sTAR), seguida de la accion de la enzima
citocromo P450 familia 11 subfamilia 1 (CYP11A1), que produce pregnenolona.
La segunda via implica la sintesis de DHT a partir de progesterona y, finalmente,
la tercera via se refiere a la sintesis de DHT a partir de androstanediona, la cual
puede ser obtenida a partir de dehidroepiandrosterona (DHEA) o androsterona.
Estas dos ultimas vias son conocidas como las vias de puerta trasera, ya que no

requieren de T para la sintesis final de DHT.

La via de puerta frontal para la generacion de andrégenos inicia con la
sintesis de pregnenolona a partir del colesterol, mediada por las enzimas sTAR
y CYP11A1. La pregnenolona puede derivar en dos rutas, una de ellas mediada
por CYP17A1 para la sintesis de DHEA, la cual se transforma en androstanediol
y luego en testosterona vy, finalmente, en DHT por la accién de la enzima 5a-
reductasa. En contraposicion, la primera via de puerta trasera se inicia con la
generacion de progesterona a partir de pregnenolona mediada por la enzima 33-
HSD. Este metabolito se transforma en androsterona, la cual se metaboliza en
androstanediol y, finalmente, en DHT por la accion de AKR1C2. La segunda via

de puerta trasera determina la generacion de androstenediona a partir de dos
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precursores. Todos estos procesos son mediados por tres enzimas clave:

CYP17A1, 3B-HSD y 5a-reductasa.

La enzima CYP17A1 es esencial en las primeras etapas de la
androgénesis y limita la produccion de DHT en las tres vias. En células de CRPC,
se ha demostrado un aumento en la expresion de esta enzima esteroidogénica
en varios estudios. Por ejemplo, en modelos murinos de xenoimplantes de
células de cancer de prostata que desarrollan CRPC (Cai et al., 2011). Ademas,
en otro estudio en modelos murinos de CRPC, se encontré un aumento en los
niveles de transcrito para las enzimas CYP17A1 y 173-HSD (Knuuttila et al.,
2014). Estos hallazgos concuerdan con la sobreexpresion de CYP11A1, la
enzima que media el paso de colesterol a pregnenolona, asi como con la
sobreexpresion de sTAR, una enzima ayudante que media el influjo de colesterol
hacia la mitocondria para iniciar la androgénesis. Ademas, se ha observado un
aumento en la expresiéon de 3B-HSD en modelos celulares de CRPC vy
sobreexpresion de 5a-reductasa y 33-HSD en modelos animales.(Dillard, Lin, &

Khan, 2008).

Mas especificamente, los estudios basados en una metodologia sensible
en la medicion de la concentracién metabolitos, como el publicado por Mohler y

colaboradores, demostraron que, aunque los niveles de DHT son bajos en el
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tejido derivado de CRPC en comparacion con el tejido normal, son suficientes
para activar los AR en lineas celulares de CRPC como CWR-R1 y LNCaP-C4-2.
Ademas, en estos mismos modelos, se ha observado una mayor sensibilidad a
los efectos pro-crecimiento de DHT, incluso cuando se tienen concentraciones
menores a las requeridas por la linea celular de CaP, LNCaP, para su crecimiento

dependiente de DHT (Gregory, Johnson, Mohler, French, & Wilson, 2001).

Ademas, estudios mas recientes han demostrado un aumento en los
niveles intratumorales de DHT después de un tratamiento de privacién de
andrdégenos en comparacion con los niveles precastracion en modelos in vivo de
ratones xenoimplantados con la linea celular LNCaP (Xiao et al., 2018) En
adicion, se ha descubierto que en pacientes con CRPC, los niveles de
androgenos intraprostaticos son mas altos en comparacién con los niveles
séricos de andrégenos correspondientes a la castracion (Cai et al., 2011). Toda
esta evidencia refuerza la idea de que la sintesis intratumoral o intracrina de

andrégenos es un mecanismo clave en el desarrollo de CRPC.
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2.6 Vias de obtencion de colesterol, estrés oxidativo y su asociacién con

resistencia a la castracidon en cancer de proéstata.

Los androgenos son sintetizados a partir del esqueleto de la molécula de
colesterol, este, a su vez es obtenido por las células de cancer de préstata de
manera enddgena por la via del mevalonato (MVA), o bien desde la captacion de

lipoproteinas desde el extracelular.

La fuente enddgena de colesterol es obtenida a través de la MVA, que
utiliza acetil-CoA que deriva del metabolismo de la glucosa y algunos otros
metabolitos como glutamina o acetato, que permiten producir esteroles como el
colesterol. Esta via comienza con la sintesis de acetoacetil-CoA a partir de dos
moléculas de acetil-CoA, mediada por la enzima Acetil-coenzima A
acetiltransferasa (ACAT2). Posteriormente, la hidroximetilglutaril CoA sintasa
(HMGCS1) cataliza la sintesis de HMG-CoA, molécula que es reducida por
accion de la hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMGCR) a mevalonato. Esta es
la reaccion limitante para la sintesis final de colesterol que puede ser usado en
la sintesis de hormonas esteroideas. Las cuales, como se menciono
anteriormente, promueven la progresion de canceres dependientes de hormonas,

como el cancer de proéstata.
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Se ha reportado que en CaP existe una desregulacioén al alza de proteinas
de unidbn a elementos reguladores de esteroles (SREBP), factores de
transcripcion que regulan la expresion de HMGCR (Mullen, Yu, Longo, Archer, &
Penn, 2016). Por esta razén, los inhibidores de la MVA como las estatinas
(inhibidores de HMGCR), han sido estudiadas por su posible efecto terapéutico.
En ese sentido, el uso de estatinas en células LNCaP-C81, un modelo de CRPC,
genera disminucion significativa del crecimiento celular en relacion con el control
(Miller et al., 2017). En el mismo estudio, se observd que el uso combinado de
estatinas con el farmaco abiraterona, un inhibidor de la sintesis de andrdégenos,
generdé una baja en la tasa de crecimiento celular en comparacion con la
administracion de cada farmaco por si solo. El efecto sinérgico de simvastatina 'y
abiraterona se debe a una supresion del eje andrégeno-AR debido a una
inhibicion de la esteroidogénesis, mediante el bloqueo de CYP17A1 y una

disminucion en los niveles de colesterol para la esteroidogénesis de novo.

Por otro lado, en un estudio in vitro donde se us6 como modelo de CRPC
la linea celular 22RV1 tratado con simvastatina, mostré que, si bien las células
disminuyen su proliferacion, no existen diferencias significativas en los niveles
transcripcionales de los genes positivamente regulados por AR, PSAy KLK2. En
el mismo estudio, se realizaron xenoinjertos con células de la linea 22RV1 en
ratones inmunosuprimidos castrados y tratados con simvastatina y darolutamida

(un inhibidor de AR). Los resultados mostraron que existe un menor crecimiento
31



tumoral en el grupo tratado con simvastatina y darolutamida, mientras que no se
encontraron diferencias significativas en los tamafios de los tumores de los
grupos tratados con simvastatina o darolutamida por separado con respecto al
control (Nakayama et al., 2022) Estos hallazgos sugieren que el efecto de
simvastatina en la disminucién de la generacién de colesterol de novo para la
esteroidogénesis de células de CRPC in vitro e in vivo es menor en comparacion

a otras formas de activacion de AR.

Por otro lado, la fuente exégena de colesterol se refiere a su obtencion
desde el extracelular, la cual se logra mediante la captacion de lipoproteinas que
se clasifican segun su densidad en: quilomicrones (ULDL); lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas
de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL). En particular, la
LDL es la encargada de la entrega de colesterol exdgeno a los tejidos periféricos
del organismo, en un proceso mediado por el receptor de LDL (LDLR), el cual
reconoce a la apolipoproteina B100 (Apo B100), el unico componente proteico
de la LDL. Asi, se ha descrito que el 75% del colesterol sérico es incorporado
mediante la endocitosis mediada por el receptor de LDL receptor (Yang et al.,

2020).

32



En otra arista, el microambiente tumoral se ha descrito como pro-oxidante
debido a la alta presencia de especies reactivas del oxigeno (ROS), lo que se ha
asociado a un ambiente pro-tumorigénico y pro-crecimiento de células tumorales
(Weinberg, Ramnath, & Nagrath, 2019). Particularmente, se ha descrito al estrés
oxidativo como una caracteristica propia del cancer de prostata y se le ha
asociado al desarrollo de un fenotipo agresivo de CaP en estudios in vitro, usando

lineas celulares de CaP, DU145 y LNCaP.(Kumar et al., 2008)

En el contexto del metabolismo lipidico, el estrés oxidativo que se produce
en el microambiente tumoral podria modificar a las lipoproteinas mediante la
lipoperoxidacion, lo que las oxida y les confiere una carga neta negativa. Esto,
tedricamente, podria limitar la captacién de colesterol exdégeno a través de
receptores de LDL y, por tanto, la funcion de los receptores scavenger de
lipoproteinas modificadas podria ser relevante para incorporar colesterol
exdgeno. Este colesterol captado desde el extracelular es fundamental para la
esteroidogénesis y, por consiguiente, para el crecimiento y la supervivencia de
las células tumorales. Esta hipdtesis es apoyada por evidencia de que los
receptores scavenger, como LOX-1 y SR-B1, mediante los cuales se genera la
endocitosis de lipoproteinas modificadas, se encuentran sobre-expresados en
CRPC vy la expresion del receptor de LDL se encuentra disminuida en CaP
avanzado. (Caceres, 2022; Gonzalez-Chavarria et al., 2018; Traughber et al.,

2020).
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Un estudio reciente resume lo expuesto anteriormente al mostrar que en
un modelo celular de CaP tratado cronicamente con enzalutamida, un inhibidor
competitivo del receptor de andrégenos, disminuye la sintesis endégena de
colesterol por MVA y aumenta la captacion de colesterol extracelular mediante
LDL modificada en funcion del tiempo de tratamiento (Tousignant et al., 2020).
Esto sugiere que las células CRPC tienen un mecanismo de compensacion al
incorporar colesterol para la produccion de esteroides intratumorales, con el fin
de suplir los requerimientos de androégenos necesarios para la activacion del
receptor de androgenos (AR). Por lo tanto, la incorporacion de colesterol a través
de LDL oxidada puede desempeiiar un papel importante en la esteroidogénesis

intratumoral.
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION.

El cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC) y la progresién del
fenotipo CRPC depende de la sintesis intratumoral o intracrina de andrégenos.
Dado que la esteroidogénesis intratumoral corresponde a una serie de
reacciones enzimaticas, se requiere de dos factores determinantes para su
generacion: 1) la disponibilidad del sustrato inicial, el colesterol y 2) la expresién
de enzimas esteroidogénicas que medien las reacciones de sintesis. Este
segundo factor se podria ver afectado por mecanismos de retroalimentacién
positiva, es decir, una mayor disponibilidad del sustrato puede generar una mayor
expresion en las enzimas para su procesamiento. Por otro lado, las lipoproteinas
de baja densidad corresponden a la principal fuente de colesterol para las células
de CaP. Sin embargo, la contribucion de las lipoproteinas de baja densidad
nativas y oxidadas a la esteroidogénesis intratumoral no ha sido completamente

estudiada.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la contribucion de las lipoproteinas de baja densidad nativas y
oxidadas en la expresion de enzimas esteroidogénicas y marcadores de
progresion de CRPC en células de cancer de préstata resistente a la

castracion?
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5. HIPOTESIS

Las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL) contribuyen
significativamente al desarrollo del fenotipo CRPC mediante la expresion
de enzimas esteroidogénicas y marcadores de progresion en células de

CRPC in vitro.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General.

Analizar la contribucion de las lipoproteinas de baja densidad
nativas y oxidadas en la esteroidogénesis intratumoral y la progresion de

células de CRPC in vitro.

6.2. Objetivos especificos.

6.2.1 Objetivo especifico 1.

Determinar el efecto de las lipoproteinas de baja densidad nativas
y oxidadas en la expresion de enzimas clave para la esteroidogénesis
intratumoral CYP17A1, 173-HSD y 3B-HSD y 5a-Reductasa, en las lineas

celulares de CRPC, 22RV1 y C4-2B.

6.2.2 Objetivo Especifico 2.

Determinar el efecto las lipoproteinas nativas y oxidadas en la
expresion de marcadores de resistencia a ADT y progresion de CRPC: AR,

AR-V7 y PSA, en las lineas celulares de CRPC, 22RV1 y C4-2B.
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7. METODOLOGIA.

7.1 Cultivo celular.

Las lineas celulares LNCaP, C4-2B y 22RV1 se obtuvieron desde

American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, Md.).

LNCaP. La linea celular de cancer de prostata humana LNCaP es dependiente
de androgenos y representa un estadio previo al CRPC. Fue obtenida desde un
aislado de ganglio linfatico supraclavicular con evidencia de metastasis de
carcinoma prostatico de un paciente caucasico de 62 afos. Esta linea se cultivd
en medio RPMI-1640 suplementado con suero bovino fetal al 10%, penicilina-
estreptomicina al 1% y L-glutamina 2 mM. (Gibco BRL, Carlsbad,CA). Los cultivos
de la esta linea celular se mantuvieron a 37°C en un ambiente humidificado con

CO2al 5%.

Linea celular C4-2B: La linea celular humana C4-2B fue aislada a partir de
metastasis 6seas de xenoimplantes ortotdpicos prostaticos de células de C4-2 en
ratones Nude castrados, las cuales, a su vez, derivan de la linea celular LnCaP
y es ampliamente utilizada en el estudio de CRPC vy esteroidogénesis

intratumoral. Esta linea celular se cultivd en medio RPMI-1640 suplementado con
39



suero bovino fetal al 10%, penicilina-estreptomicina al 1% y L-glutamina 2 mM.
(Gibco BRL, Carlsbad, CA). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en un ambiente

humidificado con CO2 al 5%.

Linea celular 22RV1: Esta linea celular es una linea celular epitelial de
carcinoma de proéstata humano, derivada del xenoimplante de células CWR22 en
ratones Nude castrados. Al igual que C4-2B, es un modelo CRPC ampliamente
utilizado en el estudio de CRPC y la esteroidogénesis intratumoral. El cultivo se
realiz6 en medio RPMI-1640 suplementado con suero bovino fetal al 10%,
penicilina-estreptomicina al 1% y L-glutamina 2 mM. (Gibco BRL, Carlsbad, CA).
Los cultivos de la esta linea celular se mantuvieron a 37°C en un ambiente

humidificado con COz2 al 5%.

7.2 Tratamiento de los cultivos celulares con LDL nativa y oxidada para el

analisis de expresion de enzimas claves de la esteroidogénesis.

Se cultivaron 500.000 células de las lineas celulares CRPC 22RV1 y C4-
2B en placas de 12 pocillos. Para simular las condiciones de privacion de
andrdgenos, las células fueron cultivadas en medio de cultivo RPMI 1640, 1%
penicilina-estreptomicina y suplementado con 10 % de suero bovino fetal libre de
hormonas (charcoal-stripped) por 72 horas previas al tratamiento. Luego, las
células fueron tratadas con 50 ug/mL de LDL nativa u oxidada (obtenida desde
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TermoFisher Scientific USA) en un volumen de 500 pyL de medio RPMI 1640 con

2.5 %. Suero Bovino Fetal charcoal-stripped.

Como control negativo (control sin LDL oxidada o sin LDL nativa) se
utilizaron 500 yL de medio RPMI 1640 con 2.5 %. Suero Bovino Fetal charcoal-
stripped reemplazando el volumen correspondiente de LDL nativa u oxidada con

PBS.

7.3 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Para la extraccion de proteinas se utilizd RIPA Lysis Buffer System ®
(Santa Cruz Biotechnology Inc, Dallas, TX) segun las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se preparé una solucién de 25 mM Tris-HCI; pH 7.6, 150 mM NaCl,
1% NP-40, 1% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, suplementada con inhibidores
de proteasas. La solucion fue agregada a cada uno de los pocillos con células
con y sin tratamiento y se dejo incubar por 10 minutos en hielo. Los lisados
celulares fueron extraidos desde la placa y se centrifugaron por 15 minutos a 4°C.
Los sobrenadantes con las proteinas en suspension fueron inmediatamente

almacenados a -20°C.

Las proteinas fueron cuantificadas mediante el Kit de ensayo de proteinas

BCA Pierce (ThermoFisher Scientific, USA), segun el protocolo del fabricante y
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la absorbancia fue medida a 526 nm en el espectrofotometro SYNERGY HTX

Multimode Reader (Biotech, Germany).

7.4 Separacion de proteinas mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida en condiciones denaturantes y analisis por Western Blot.

Se sembraron 30 ug de proteinas totales en un gel al 10% acrilamida-Bis
acrilamida y se resolvieron a 100 voltios. Las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa de 0,22 yM mediante transferencia humeda a 100

voltios por 90 minutos.

Las membranas se bloquearon por 1 hora con leche descremada al 5 %
(p/V) en TBS 50mM, previo secado a temperatura ambiente por 1 hora.
Posteriormente, las membranas fueron incubadas por 16 horas con el respectivo
anticuerpo primario anti CYP17A1, 3B-HSD, 17B-HSD y 5a-Reductasa, para el
cumplimiento del Objetivo especifico 1 y un anticuerpo primario anti-AR o AR-V7,
para el cumplimiento del Objetivo especifico 2 (los anticuerpos se detallan en la
Tabla 1). Los anticuerpos fueron preparados en leche descremada al 2,5% p/V

en buffer TBS 50 mM, Tween-20 al 0,01%.

Finalmente, las membranas fueron lavadas con buffer TBS 50 mM, Tween-

20al 0.001% y SDS 0,1% y se incubaron con el respectivo anticuerpo secundario
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por 2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios utilizados se

detallan en la Tabla 2.

Los Western Blot fueron revelados con el fotodocumentador infrarrojo
Odissey CLX, LICOR (Texas, EE. UU.) y la cuantificacién de la fluorescencia de

las bandas se realizé mediante el software LICOR Image Studio V5.2.5.

7.5 Ensayo de viabilidad celular.

Con el objetivo de evaluar el efecto de las lipoproteinas nativas y oxidadas
sobre la viabilidad celular y el desarrollo de un fenotipo CRPC, se procedi6 a
realizar un ensayo viabilidad celular en la linea celular de CaP, LnCaP, en

condiciones de privacion de andrégenos.

En una placa de 96 pocillos, se cultivaron 5000 células por pocillo en medio
RPMI suplementado con 2,5% de Suero Bovino Fetal charcoal-stripped. Las
células se trataron con 10 nM de DHT y 50 ug/mL de LDL nativa u oxidada segun

corresponda.

Luego de 72 horas, las células fueron fijadas con etanol al 75% y se tifieron
con cristal violeta al 0,1%. La medicién de la emision de fluorescencia infrarroja

se midié a 790 nm mediante el fotodocumentador infrarrojo Odissey CLX, LICOR
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(Texas, EE. UU.). La cuantificacidén de la fluorescencia de los pocillos se realizd

mediante el software LICOR Image Studio V5.2.5.
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7.6 Analisis de la traslocacion nuclear de AR por inmunocitoquimica.

Para visualizar la localizacion de AR se realiz6 un ensayo de

inmunocitoquimica en células C4-2B y 22RV1.

Se cultivaron 100x103 células de cada linea celular sobre vidrios tratados
previamente con 200 uL de Poli-L-lisina al 0,01 %, en placas de 24 pocillos. Las
células se cultivaron hasta una confluencia del 60% en los medios descritos
anteriormente y luego se trataron con 50ug/mL de LDL oxidada en medio RPMI
por 24 horas. Posteriormente, las células se lavaron con 300 uL de PBS 1X, dos
veces, Yy se les adicion6 300 pL de solucién fijadora de paraformaldehido al 4 %
y se dejo incubar por 30 minutos a 37°C. Las células se lavaron dos veces con
PBS 1x, se adicionaron 300 pL de Tritén-x100 al 1 % y se dejé incubar por 10
minutos a temperatura ambiente. Las células fueron nuevamente lavadas con
PBS 1X 'y se incubaron con 300uL de BSA al 1% por 30 minutos a temperatura

ambiente.

Luego, se adicionaron 30 uL de anticuerpo primario anti-AR preparado en
BSA al 1% p/V y se incubd por 16 horas a 4°C. Por ultimo, se realizé el lavado
con PBS 1X, y se dej6 incubar con anticuerpo secundario anti Rabbit-FITC por 4
horas a 4°C. Finalmente, se incub6 con DAPI por 3 minutos. Los vidrios fueron

montados con medio de montaje en portaobjetos y las imagenes fueron
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adquiridas con el microscopio de fluorescencia OLYMPUS 1X81 31 a un aumento
de 60X y analizadas mediante el software Fiji ImagedJ 1,53c, National Institutes of

Health, USA.

7.7 PCR en tiempo real.

La cuantificacion por PCR del antigeno prostatico especifico (PSA) se
realizé utilizando el KAPA one step SYBR® FAST qPCR KIT (KAPA Biosystems,
Wilmington, MA, USA) y el termociclador Agilent AriaMx real-time PCR system. y
los resultados se analizaron como cuantificacion relativa 222Ct, Los valores del
ciclo umbral se normalizaron con el gen interno B-actina. Los partidores utilizados

se detallan en la Tabla 3.

7.8 Analisis estadistico.

Los datos obtenidos en los diferentes experimentos fueron graficados y
analizados utilizando el software Graphpad Prism 9.0.2. Los analisis estadisticos
de los datos se realizaron mediante las pruebas t-Student para comparaciones
entre dos grupos y ANOVA para comparaciones multiples con un intervalo de

confianza del 95%.
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Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion y cuantificacion de
enzimas esteroidogénicas y marcadores de progresion de CRPC.

Anticuerpo |Proveedor Cédigo |Especie|Tipo Titulo
Santa Cruz Sc-
Anti CYP17A1 |Biotechnology 518007 |Raton | Monoclonal | 1/500
Anti 178-HSD | Santa Cruz Ssc-
(AKR1C3) Biotechnology 373902 Ratén Monoclonal | 1/500
Santa Cruz Sc-
Anti 3B-HSD Biotechnology 515120 |Raton Monoclonal | 1/500
Anti 5a- Santa Cruz sc-
Reductasa Biotechnology 293232 |Ratdén Monoclonal | 1/500
Santa Cruz
Anti-AR Biotechnology sc-13062 |Conejo |Policlonal |1/1000
Anti-AR-V7 Abcam ab198394 | Conejo | Monoclonal | 1/1000
Santa Cruz
Anti GAPDH Biotechnology sc-47724 |Ratén | Monoclonal | 1/1000
Anti Alfa Santa Cruz
Tubulina Biotechnology sc-5286 |Raton Monoclonal | 1/1000
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Tabla 2. Anticuerpos secundarios utilizados para Western Blot e

inmunocitoquimica.

Anticuerpo | Proveedor Cddigo Especie |Tipo Titulo

Anti-1gG de

raton (H+L)

Alexa Jackson

Fluor® InmunoResearch

790 Laboratories Inc. | 715655150 | Burro Policlonal |1/10000

Anti-1gG de

raton (H+L)

Alexa Jackson

Fluor® InmunoResearch

680 Laboratories Inc. | 715625150 | Burro Policlonal |1/10000

Anti-1gG de

conejo

(H+L)

Alexa Jackson

Fluor® InmunoResearch

680 Laboratories Inc. | 711625152 | Burro Policlonal |1/10000
Jackson

Anti InmunoResearch

RbFITC Laboratories Inc. 65-6111 | Cabra Policlonal |1/1000
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Tabla 3: Partidores utilizados para PCR en tiempo real.

Gen Forward Reverse

PSA |5-TGTACCCTGGCATTGCCGACAG-3' |5-ACGGAGTACTTGCGCTCAGGAG-3'.
B- 5'- GCATTACCGGAAGTGGATCAAGGA- | 5- TTGAGTCTTGGCCTGGTCATTTCC-
actina |3', 3"
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8.-RESULTADOS

8.1 Lipoproteina de baja densidad oxidada genera un aumento significativo

en la expresion de enzimas clave en la esteroidogénesis.

Nuestros resultados indican que el tratamiento con 50 pg/mL de LDL
oxidada produce un incremento significativo en la expresién de la enzima
CYP17A1 en células CRPC, en comparacion con las células sin tratamiento. Este
aumento es de 3,1 veces para la linea celular 22RV1 y 1,6 veces para la linea
C4-2B. En contraste, el tratamiento con 50 pg/mL de LDL nativa no genera
cambios significativos en la expresion de CYP17A1 en ninguna de las lineas

celulares de CRPC (Figura 2).

En resumen, se demuestra que la forma oxidada de la LDL, y no la LDL
nativa, favorece la sobreexpresion de CYP17A1 en células CRPC, lo cual es de
especial importancia debido a que la sobreexpresion de esta enzima se relaciona
con el desarrollo y progresion del CRPC a través de la esteroidogénesis intracrina

o intratumoral (Chandrasekar et al., 2015; Mostaghel et al., 2011)

Ademas, estos hallazgos establecen una relacion entre la forma oxidada
de la LDL y la enzima clave en la esteroidogénesis, CYP17A1, que es el blanco
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molecular de la Abiraterona, un farmaco de nueva generacion utilizado para el
tratamiento del CRPC y cuyo mecanismo de accién consiste en disminuir la

esteroidogénesis intratumoral (Mostaghel et al., 2011).

En conjunto, nuestros datos representan una contribucion significativa a la
investigacion del CRPC, al abrir nuevas areas de estudio en la resistencia a la
terapia con Abiraterona y en los posibles mecanismos de resistencia
relacionados con la esteroidogénesis intratumoral y su conexion con el

metabolismo de las lipoproteinas de baja densidad.
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Figura 2. Expresion relativa de la enzima CYP17A1 respecto al control sin
tratamiento. Las lineas 22RV1 y C4-2B fueron tratadas con 50 pg/mL de LDL
oxidada o nativa y la expresion de CYP17A1 fue analizada a traves de Western
Blot. Las fluorescencias de cada banda fueron analizadas mediante el software
Image Studio Lite y se evalud la significacancia estadistica mediante la prueba t-
Student (p<0,05), n=3. (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p =< 0,05, ns:
diferencia estadistica no significativa).
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Al evaluar la expresion de la enzima 33-HSD (AKR1C1), se observo que
el tratamiento con 50 ug/mL de LDL oxidada no produjo cambios significativos en
su expresién, mientras que el tratamiento con 50 pg/mL de LDL nativa en la linea
celular de CRPC 22RV1 aumento6 la expresién de la enzima. Es importante
destacar que se requiere un mayor numero de réplicas en ambos casos para
confirmar la tendencia y la significancia estadistica. Por otro lado, en la linea
celular C4-2B, tanto el tratamiento con 50 pg/mL de LDL oxidada como con 50
Mg/mL de LDL nativa produjo un aumento significativo en la expresion de la

enzima de 1,22 y 1,11 veces, respectivamente (Figura 3).

Cabe destacar que la enzima 33-HSD es una enzima esteroidogénica que
participa en la sintesis de DHT mediante las vias de puerta frontal y trasera. En
este sentido, nuestros resultados son relevantes en el contexto clinico, ya que
una mayor expresion de la enzima en la célula CRPC indica una mayor actividad
esteroidogénica. Estos hallazgos apoyan el uso de 33-HSD como un posible
blanco farmacoldgico para el tratamiento de la patologia, tal como sugieren
algunos estudios previos (Chang et al., 2013; Evaul, Li, Papari-Zareei, Auchus, &

Sharifi, 2010; Li et al., 2012)
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Figura 3. Expresion relativa de la enzima 3B-HSD respecto al control sin
tratamiento. Las células de las lineas de CRPC 22RV1 y C4-2B fueron tratadas
con 50 pg/mL de LDL nativa u oxidadaoxidada o nativa y la expresion de 3[3-
HSD fue analizada a través de Western Blot. Las fluorescencias de cada banda
fueron analizadas mediante el software Image Studio Lite. Para la linea celular
C4-2B se evalud la significacancia estadistica mediante la prueba ANOVA
(p<0,05), n=3(**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, ns: diferencia
estadistica no significativa).
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Por otro lado, nuestros resultados muestran que el tratamiento con 50
Mg/mL de LDL oxidada no genera cambios significativos en la expresion de la
enzima 173-HSD en las lineas celulares de CRPC 22RV1 y C4-2B (Figura 4). Sin
embargo, el tratamiento con 50 ug/mL de LDL nativa genera una disminucién
significativa en la expresion de la enzima en las células de CRPC de la linea
22RV1, mientras que para la linea C4-2B no se observa una variacion

significativa en su expresion.

La enzima 17-3-HSD desempefia un papel clave en la sintesis de
andrégenos, ya que cataliza los pasos finales de la conversion de
androstenediona en dihidrotestosterona en las rutas de androgénesis de puerta
frontal y trasera (Labrie et al., 1997). Su accidn es clinicamente relevante para el
desarrollo y progresiéon del CRPC, ya que su expresion se relaciona con la
resistencia a terapias que tienen como objetivo el AR, como la abiraterona o
Enzalutamida. Esta resistencia se produce mediante un aumento en la expresion
de la variante independiente de ligando AR-V7 (Liu et al., 2019) pero también
mediante un incremento de la esteroidogénesis intratumoral que media esta

enzima (Zhao et al., 2019)

Por lo tanto, aunque nuestros resultados no muestran un aumento en la
expresion de la enzima 173-HSD en respuesta al tratamiento con oxLDL, para

ambas lineas celulares, su analisis sigue siendo importante en la patologia del
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CRPC, ya que algunos estudios han relacionado su sobreexpresion con la
resistencia a terapias no hormonales, como la terapia de radiacién (Sun et al.,
2016). En sintesis, aun cuando nuestros resultados no muestran una relacion
entre el aumento de la esteroidogénesis por la sobre expresion de 173-HSD y
lipoproteinas de baja densidad, su andlisis de expresion puede ser un area de
estudio interesante en la patologia del CRPC, ya que podria servir como

biomarcador de la progresion de la patologia (Y. Tian et al., 2014).
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Figura 4. Expresion relativa de la enzima 17B-HSD respecto al control sin
tratamiento. Las células de las lineas de CRPC 22RV1 y C4-2B fueron tratadas
con 50 ug/mL de LDL nativa u oxidada y la expresion de 173-HSD fue analizada
a traves de Western Blot. Las fluorescencias de cada banda fueron analizadas
mediante el software Image Studio Lite y se evalué la significacancia estadistica
mediante la prueba t-Student (p<0,05), n=2. (p<0,05), n=3(**** p < 0,0001, *** p
<0,001, * p <0,01, * p =<0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).
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Por ultimo, el tratamiento con 50 ug/mL de LDL oxidada resulté en una
disminucién de la expresion de la enzima 5a-reductasa en la linea celular 22RV1
y una sobreexpresion en la linea celular C4-2B (Figura 5). Sin embargo, estos
hallazgos son preliminares y se necesita una mayor cantidad de réplicas para

confirmar la tendencia y la significancia estadistica.

La enzima 5a-reductasa desempefia un papel importante en la
esteroidogénesis, especialmente en la via de puerta frontal, convirtiendo la
Testesoterona en DHT. Aunque la esteroidogénesis intratumoral es un
mecanismo conocido de resistencia a la privacion de andréogenos, no esta claro
el papel que juega la enzima 5a-reductasa en este proceso. En este contexto, se
ha demostrado que la produccién de DHT ocurre principalmente a través de la
via de puerta trasera primaria, en lugar de la via de puerta frontal donde actua la
enzima 5a-reductasa. Ademas, algunos estudios sugieren que la actividad de la
enzima 5a-reductasa se encuentra reducida en modelos de CRPC isogénicos
(LNCaP) a la linea celular C4-2B (Kosaka et al., 2013). Por otro lado, la DHT
producida por la 5a-reductasa puede activar otras vias de sefalizacion ademas
de la mediada por el receptor de andrégenos. Por ejemplo, se ha demostrado
que la DHT aumenta la resistencia a la terapia de privacion de andrégenos
mediante la activacion de STATS via receptor de glucocorticoides (Song, Kim,

Min, & Ahn, 2014).
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En conclusion, nuestros hallazgos contrastan con la evidencia disponible
y se necesitan mas estudios para comprender mejor la funcionalidad de la enzima
5a-reductasa y su relacion con el metabolismo de las lipoproteinas en el

desarrollo de un fenotipo CRPC, mediado por la esteroidogénesis intratumoral.
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Figura 5. Expresion relativa de la enzima 5a-reductasa respecto al control sin
tratamiento. Las células de las lineas de CRPC 22RV1 y C4-2B fueron tratadas
con 50 pyg/mL de LDL nativa u oxidada y la expresion de 5a-reductasa fue
analizada a través de Western Blot. Las fluorescencias de cada banda fueron
analizadas mediante el software Image Studio Lite n=1.
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8.2 Lipoproteinas de baja densidad oxidada genera aumento en la expresién
de marcadores de progresion de CRPC y resistencia a ADT.

Se realizé6 un analisis con el propodsito de verificar el papel de las
lipoproteinas de baja densidad nativas y oxidadas en la progresion del fenotipo
de cancer de préstata resistente a la castracion. Se evalué la expresion de los
marcadores de progresion de CRPC vy resistencia a ADT, AR y AR-V7, en

respuesta al tratamiento con LDL nativa u oxidada.

Los resultados muestran que la oxLDL aumenta la expresion del AR en un
1,8 y 1,7 veces en las lineas celulares 22RV1 y C4-2B, respectivamente, en
comparacion con el control sin tratamiento. En cambio, el tratamiento con LDL
nativa no genero6 diferencias significativas en la expresion del AR para ninguna

de las lineas celulares (Figura 6).

De igual manera, nuestros resultados muestran que el tratamiento de las
células de CRPC con LDL oxidada genera un aumento en la expresién de la
variante de empalme de AR, AR-V7 de 1,5 veces para la linea 22RV1y 1,7 veces
para la linea C4-2B. En contraste, el tratamiento con LDL nativa no genera

diferencias significativas en la expresién de este marcador (Figura 7).

Como se ha mencionado anteriormente, la sobreexpresion de AR y AR-V7

ha sido ampliamente relacionada al desarrollo de CaP, la generacion de
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resistencia a ADT y el desarrollo de un fenotipo CRPC, ademas de la resistencia
a la terapia antiesteroidogénica con abiraterona (Antonarakis et al., 2014).
Particularmente, se ha demostrado que AR y sus variantes de empalme como
AR-V7 se encuentran sobre expresados en la mayoria de los casos de CRPC y
pueden actuar como mecanismo de resistencia a la terapia de privacion de
androgenos(Banerjee et al., 2018; Sprenger & Plymate, 2014; Urbanucci et al.,
2012). En conjunto, los datos obtenidos sugieren que la forma oxidada de la LDL
y no su forma nativa es la que induce el aumento en la expresién de AR y AR-
V7, lo que podria contribuir al desarrollo y progresion del fenotipo CRPC. De igual
manera, nuestros resultados muestran que el tratamiento de las células de CRPC
con LDL oxidada genera un aumento en la expresion de la variante de empalme
de AR, AR-V7 de 1,5 veces para la linea 22RV1 y 1,7 veces para la linea C4-2B

(Figura 7).
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Figura 6: Expresion relativa de AR respecto al control sin tratamiento. Las células
de las lineas de CRPC 22RV1 y C4-2B fueron tratadas con 50 ug/mL de LDL
nativa u oxidada y la expresion de AR fue analizada a través de Western Blot.
Las fluorescencias de cada banda fueron analizadas mediante el software Image
Studio Lite. Para la linea celular 22RV1 se evalud la significancia estadistica
mediante la prueba t-Student (p<0,05), n=3. Para la linea celular C4-2B se evalué
la significacancia estadistica mediante la prueba ANOVA (p<0,05), n=3. (p=<0,05),
n=3(**** p <0,0001, *** p < 0,001, ** p< 0,01, * p=< 0,05, ns: diferencia estadistica
no significativa).
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Figura 7: Expresion relativa de la variante de empalme de AR, AR-V7 respecto al
control sin tratamiento. Las células de las lineas de CRPC 22RV1 y C4-2B fueron
tratadas con 50 pg/mL de LDL nativa u oxidada y la expresion de AR fue
analizada a través de Western Blot. Las fluorescencias de cada banda fueron
analizadas mediante el software Image Studio Lite. Se evalud la significacancia
estadistica mediante la prueba ANOVA (p<0,05), n=3. (p<0,05), n=3(**** p <
0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, ns: diferencia estadistica no

significativa).
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8.3 Lipoproteina de baja densidad oxidada genera un aumento en la
sobrevida de células de CaP dependiente de andrégenos, LNCaP, en
respuesta a la privacion de andrégenos.

Con los resultados anteriores, nos propusimos verificar la promocion de la
esteroidogénesis por las lipoproteinas nativas y oxidadas en el desarrollo de un

fenotipo CRPC en el cancer de préstata.

Nuestros resultados muestran que las células sensibles a ADT, LNCaP
disminuyen su viabilidad celular en respuesta a la privacion de andrégenos. Sin
embargo, el tratamiento con LDL oxidada genera un rescate de las células,
aumentando la viabilidad celular en comparacién a las células privadas de
androgenos. Por otro lado, el tratamiento con LDL nativa no genera diferencias

significativas respecto a las células sin tratamiento (Figura 8).

Asi, nuestros resultados refuerzan la hipotesis de que la forma oxidada de la LDL
contribuye significativamente al desarrollo de un fenotipo CRPC mediante la
esteroidogénesis intracrina de células de CRPC. Sin embargo, no se puede
descartar que oxLDL genere la activacién de vias aberrantes que activan a AR

independiente de ligando.
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Figura 8. Porcentajes de viabilidad de células LNCaP frente a la privacion de
androgenos, en distintas condiciones. Las células fueron cultivadas en medio
RPMI 1640 suplementado con suero libre de Hormonas y luego fueron tratadas
con 10nM DHT, y 50 pg/mL de LDL oxidada (oxLDL) o LDL nativa (nLDL). Las
células fueron tefidas mediante cristal violeta al 1% y la fluorescencia infrarroja
fue medida con el fotodocumentador infrarrojo ODISSEY CLX, LI-COR (Texas,
EEUU) y la intensidad de fluorescencia fue analizada usando el software Image
Studio Lite. La significancia estadistica se evalué mediante una prueba ANOVA
(p=0,05), n=3.
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8.4 Lipoproteina de baja densidad oxidada promueve la traslocacién
nuclear de AR y la expresion de ARNm de PSA en células de CRPC
22RV1y C4-2B.

Previamente, hemos demostrado que solo la lipoproteina de baja densidad
oxidada genera la sobreexpresion de la enzima clave en la esteroidogénesis,
CYP17A1, la sobreexpresion de AR y el aumento de la sobrevida de células de
CaP en condiciones de ADT (lo que indica un desarrollo de CRPC). En esta linea,
nos propusimos analizar la activacion de AR inducida por la lipoproteina de baja
densidad oxidada, mediante la evaluacion de su traslocacion nuclear. Esto ultimo
indicara si AR esta presente en el nucleo y desempefando su papel como factor
de transcripcion. En ese sentido, también se analizé indirectamente la actividad
de AR, evaluando su capacidad transcripcional, a través de la cuantificacion por
PCR del marcador especifico de progresion bioquimica, PSA. Esto, debido a que
PSA es regulado transcripcionalmente por andrégenos por medio de su receptor

(AR) (Montgomery et al., 1992).

Nuestros resultados muestran que existe co-localizacion nuclear del
receptor de andrégenos (AR) con DAPI. Ademas, esta co-localizacion se condice
con el aumento de PSA a nivel transcripcional. Esto sugiere que el tratamiento

con oxLDL activa el receptor AR (Figura 9).
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En resumen, los resultados apoyan la hipotesis de que la LDL oxidada
promueve el desarrollo de un fenotipo CRPC a través de la esteroidogénesis

intratumoral y la expresion de sus marcadores de resistencia a ADT.
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Figura 9: OxLDL promueve la translocacién nuclear de AR y la expresién del
ARNm del PSA en células C4-2B y 22RV1. Las flechas blancas indican la
inmunodeteccion nuclear de AR en células C4-2B o 22RV1 tratadas con oxLDL.
Para la cuantificacion de PSA, la significancia estadistica se evalué mediante
prueba t-Student para el analisis de la expresion de PSA (*** p < 0,0001, *** p <
0,001, ** p <0,01, * p < 0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).
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9. DISCUSION

En la presente tesis postulamos gue las lipoproteinas de baja densidad oxidadas
(oxLDL, una forma modificada LDL) y no LDL contribuyen significativamente al
desarrollo del fenotipo CRPC mediante la promocion de la expresion de enzimas
esteroidogénicas, y marcadores de progresion, en células de CRPC in vitro. Nuestros
resultados muestran que la LDL oxidada (oxLDL) y no LDL contribuye
significativamente a la esteroidogénesis intratumoral a través de la sobreexpresion de
enzimas esteroidogénicas como CYP17Al, AKR1C1 y a la progresion bioquimica in
vitro mediante la sobreexpresion de PSA, AR y AR-V7 en las lineas celulares de C4-2B

y 22RV1 incrementado el fenotipo CRPC.

EI CRPC era conocido como una progresion andrégeno-independiente, sin
embargo, la evidencia muestra que la senalizacion mediada por los andrégenos
y su receptor se mantienen aun en concentraciones de andrégenos en niveles de
castracién (Mohler et al.,, 2004). En la actualidad, las nuevas terapias contra
CRPC se enfocan precisamente en el eje andrégeno/AR. Esto debido a que las
células de CRPC pueden progresar en concentraciones de andrégenos en
condiciones de castracion, a través de la generacién de androgenos autocrina o

también conocido como esteroidogénesis intratumoral (Mostaghel et al., 2011).
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En este mecanismo, las fuentes de colesterol son fundamentales puesto que este
es el sustrato inicial para su generacion. Este colesterol se adquiere
principalmente por via exdgena (Yang et al., 2020) ya que se ha demostrado que
las células de CRPC disminuyen la sintesis de colesterol por via del mevalonato
(Traughber et al., 2020). En este sentido, la LDL o sus formas modificadas
podrian estar involucradas en la esteroidogénesis intratumoral, ya sea como una
fuente de colesterol o como promotoras de la expresidén de enzimas claves en

este proceso,

En particular, esta tesis se ha dirigido hacia la esteroidogénesis
intratumoral como un mecanismo de resistencia de CRPC y muestra que existe
una relacion con las lipoproteinas de baja densidad oxidadas, la sobreexpresion

de enzimas esteroidogénicas y la progresion bioquimica del CRPC.

Primeramente, hemos demostrado que existe un aumento en la enzima
clave en la esteroidogénesis CYP17A1 en células de CRPC tratadas con LDL
oxidada. CYP17A1 es una enzima que participa en las primeras etapas de las
tres vias de la esteroidogénesis (Zhou et al., 2021) por lo que su sobreexpresion
indica claramente una mayor actividad esteroidogéncia, en este caso, promovida

por la LDL oxidada.
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El aumento de CYP17A1 es ampliamente conocido por ser un mecanismo
de resistencia de CRPC (Knuuttila et al., 2014) y su sobreexpresion es
consistente con lo que sea ha reportado en bibliografia al ser identificado como
un marcador clave de la esteroidogénesis intratumoral que promueve la
progresion de la patologia en modelos de CRPC que expresan el receptor de
andrégenos (Bremmer et al., 2014; Locke et al., 2009). En este contexto, nuestros
hallazgos indican que la LDL oxidada tiene un efecto en la promocién de la
esteroidogénesis. Esto podria ser explicado por un mecanismo de regulacién
positiva en la expresion de la enzima esteroidogénica CYP17A1. O bien por la
disponibilidad del sustrato colesterol contenido dentro del nucleo lipofilico de la
LDL oxidada. Asi, el colesterol podria ser incorporado mediante la captacion de
la LDL oxidada por receptores scavenger, como SCARB1 y LOX-1, los que se
encuentran sobreexpresados en CRPC.(Gonzalez-Chavarria et al., 2018; Gordon
et al., 2019). Sin embargo, no es posible descartar otras alternativas para la
sobreexpresion de CYP17A1 generada por la LDL oxidada, tales como la
activacion de vias como STAT 3 y NF-kB. Con respecto a esto, nuestro grupo
recientemente ha demostrado que la interaccion oxLDL con el receptor
scavenger LOX-1 genera la activacion de estas vias aberrantes o independientes
de AR y promueven la expresion de marcadores de progresion de CRPC en los
modelos celulares 22RV1 y C4-2B (Duprat et al., 2023). Por esto se requiere un
analisis mas exhaustivos respecto de la funcién de oxLDL en la sobreexpresion

de CYP17A1 provocada por la LDL oxidada, mediante el analisis de la activacion
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de estas vias aberrantes y la inhibicion de su sefalizacion, ya sea por

silenciamiento de genes clave, o bien, mediante el uso de inhibidores selectivos.

Para la enzima 33-HSD (AKR1C1) el tratamiento con LDL nativa u oxidada
no generd cambios significativos en su expresion Sin embargo, se requiere un
mayor numero de réplicas en ambos casos para confirmar la tendencia y la
significancia estadistica. En contraste, para la linea celular C4-2B el tratamiento
con LDL nativa u oxidada aumento la expresion de la enzima lo cual refuerza la
hipdtesis de que la LDL oxidada genera un aumento en la esteroidogénesis
intratumoral y, por tanto el desarrollo de un fenotipo CRPC. La no variacion vista
en la expresion de esta enzima en la linea 22RV1 podria ser explicada debido a
que esta ultima presenta una serie de variantes de AR inpedientes de ligando,
por lo cual, la dependencia de la esteroidogénesis intratumoral para la promocion

de CRPC en esta linea seria limitada (Chou et al., 2019)

El aumento en la expresion de la enzima AKR1C1 generado por la LDL
nativa podria ser explicado debido al microambiente pro-oxidativo que generan
las células de cancer de prostata (Kumar et al., 2008). Asi, la lipoproteina nativa
podria ser oxidada antes de ser captada por la célula tumoral. Interesantemente
la sobreexpresion de AKR1C1 esta relacionada con la generacion de metastasis
por activacion de STAT3 en cancer de pulmon de células no pequefias (H. Tian
et al., 2016), por lo cual, aun sin existir un aumento de la proteina, la mera

expresion podria generar la activacion de STAT3 y la progresiéon del CRPC, lo
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cual se condice con los resultados obtenidos por nuestro grupo donde la
activacion de LOX-1 por la LDL oxidada genera la activacion de esta via

aberrante independiente de AR (Duprat et al., 2023).

Por otro lado, nuestros resultados no muestran diferencias significativas
en la expresion de la enzima 17-BHSD para las lineas celulares CRPC 22RV1 y
C4-2B, frente al tratamiento con LDL oxidada. Sin embargo, es importante
destacar que la desviacion estandar de la medicion de esta ultima resulta alta con
un n=2, por lo cual, se requiere un mayor numero de réplicas para poder obtener
una tendencia y significancia estadistica. En contraste, el tratamiento con LDL
nativa generd una disminucion en la expresion de la enzima AKR1C3 para la
linea celular 22RV1. Interesantemente, la literatura solo describe la disminucion
de esta enzima en tumores del sistema nervioso central con fenotipo embrionario
(Park et al., 2010), mientras que, en general, la sobreexpresion de AKR1C3 se
encuentra asociada al desarrollo y progresiéon de CRPC (Hamid et al., 2013; Sun
et al., 2016) debido a que cataliza los pasos finales de la conversion de
androstenediona en dihidrotestosterona en las rutas de androgénesis de puerta

frontal y trasera y, por tanto, promueve la esteroidogénesis intratumoral.

La enzima 17-B-HSD es una enzima de 35 kDa codificada por el gen
AKR1C3, y actua como homodimero (Lin et al., 1992). Con respecto a esto, es

importante mencionar que, si bien los resultados expuestos anteriormente no
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muestran un aumento significativo de la enzima AKR1C3 frente al tratamiento
con LDL oxidada en ninguna de las dos lineas celulares, en los experimentos se
logré visualizar la presencia de una banda cercana a los 70 kDa, lo cual,
hipotetizamos, podria corresponder a la forma dimérica de AKR1C3, para la linea
C4-2B. Esta banda si presenta un aumento en su expresion para ambas lineas
celulares tratadas con LDL oxidada (Anexo, Figura 1), lo cual estaria en
concordancia con la promocién de la esteroidogénesis mediada por la
sobreexpresion de enzimas clave y la promocién del fenotipo CRPC, tal y como
se logré visualizar con CYP17A1. Considerando esto, resultaria interesante
analizar la expresion de esta enzima por otros medios, tales como Page nativo,
gPCR a nivel transcripcional o inmunocitoquimica, frente al tratamiento con
lipoproteinas nativas u oxidadas, o bien, realizar otro tipo de analisis como el
silenciamiento del gen AKR1C3 en las mismas condiciones experimentales y asi
verificar su importancia en la esteroidogénesis intratumoral frente a la accién de

la LDL oxidada.

En cuanto a la enzima 5a-reductasa, esta corresponde a la enzima clave
en la esteroidogénesis de puerta frontal, permitiendo el paso de testosterona a
dihidrotestosterona (Zhou et al., 2021). En este contexto, se ha identificado el
alza en la generacion de DHT como mecanismo de resistencia a CRPC por lo
cual, una sobreexpresion en la enzima 5a-reductasa puede tener un impacto

positivo en este mecanismo. Si bien nuestros datos no permiten concluir que la
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LDL en su forma oxidada genera una sobreexpresion de la enzima 5a-reductasa
en células de CRPC, si permiten observar una tendencia en la linea celular C4-
2B, lo cual seria coincidente con la literatura, puesto que la sobreexpresion de la
enzima promueve la respuesta a bajas concentraciones del andrégeno
testosterona. De esta manera, se explicaria como el CRPC es capaz de progresar
en bajas concentraciones de andrégenos (Thomas, Douglas, Rittmaster, & Too,
2009), sin embargo, no puede obviarse el hecho de que la LDL oxidada generaria
una disminucién en la expresion de la enzima en la linea 22RV1, nuevamente, lo
que podria deberse a la expresion de multiples variantes de empalme de AR en

esta linea celular (Anexo, Figura 2).

En cuanto a la progresién tumoral de CRPC nuestros resultados muestran
un aumento de AR y AR-V7 cuando las células son tratadas con LDL oxidada.
Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la expresién de AR y AR-V7
es mediada por la interaccion con LOX-1 y la activacion de las vias NF-kB y
STAT3 disminuyendo los efectos citotoxicos de Enzalutamida, otro
antiandrogeno de nueva generacién (Duprat et al., 2023), lo cual resulta relevante
en la clinica del CRPC al exponer un nuevo foco de estudio para futuros

tratamientos antiandrogénicos.

La activacion de AR promovida por oxLDL demostrada mediante
traslocacion nuclear y aumento de mARN de PSA muestran indirectamente que

la LDL oxidada promueve la esteroidogénesis intratumoral, puesto que AR
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necesita de un ligando para su activacion. Nuestros hallazgos son consistentes
con la literatura en la promocion de la esteroidogénesis como un mecanismo de
resistencia a ADT en un fenotipo CRPC. Esta idea se refuerza al observar los
resultados del ensayo de viabilidad con LDL nativa y oxidada, puesto que solo el
tratamiento con LDL oxidada favorece la supervivencia celular en condiciones de

privacion de andrégenos en una lineas sensible a hormonas (LnCaP).

Cabe destacar que se requieren estudios complementarios para
esclarecer aun mas la funcién de las lipoproteinas en la esteroidogénesis
intratumoral, evaluando cual de los dos requisitos necesarios para la
esteroidogénesis se encuentra mayoritariamente favorecido. A saber, la entrega
de colesterol que servira como sustrato inicial, o bien la sobreexpresion de las
enzimas esteroidogénicas. Para ello, es posible desarrollar metodologias
basadas en la medicion directa de androgenos mediante ELISA; la medicion de
cada uno de los metabolitos intermediarios en la androgénesis mediante HPLC-
MS o bien, mediante analisis mas complejos basados en lipidomica o la
evaluacion de la expresion de todas las enzimas esteroidogénicas mediante
protedmica. Por ultimo, resultaria interesante evaluar la visualizaciéon de la
incorporacion de colesterol mediante el uso de lipoproteinas con trazadores
fluorescentes y colesterol-radioactivo para el seguimiento de carbonos en los

metabolitos intermediarios de la sintesis de andrégenos.
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Finalmente, nuestros resultados resultan valiosos para la investigacion
clinica del CRPC, pues muestran una contribucion de las lipoproteinas de baja
densidad y el desarrollo del fenotipo CRPC del CaP. En esta linea los altos
niveles de LDL y LDL oxidada, tipicamente asociados a la obesidad (Holvoet, De
Keyzer, & Jacobs, 2008; Klop, Elte, & Cabezas, 2013), ahora presentan una
asociacién con la esteroidogénesis intratumoral, un mecanismo de resistencia a
ADT vy el desarrollo de un fenotipo CRPC. Asi, esta informacién puede ser
utiizada como base de nuevas estrategias de prevencion y tratamiento, o el
tratamiento farmacoldégico complementantario a las terapias del CRPC con

estatinas, una de las drogas mas utilizadas en el clearance de LDL.
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Figura 10: Modelo propuesto para la contribucion de la lipoproteina de baja
densidad oxidada a la esteroidogénesis intratumoral de células de CRPC. La LDL
es oxidada por especies reactivas del oxigeno propias del microambiente
tumoral. Luego, la LDL oxidada interactta con receptores scavenger
incorporando el colesterol contenido en la particula, promoviendo Ila
esteroidogénesis intratumoral de andrégenos por sobreexpreexpresion de
enzimas esteroidogénicas por disponibilidad del sustrato colesterol o posible
activacion de vias aberrantes STAT3, NF-kB y AKT que, a su vez, generan
sobreexpresion de AR y su traslocacion al nucleo. Paralelamente, AR-V7 se
sobreexpresa por vias aberrantes y se trasloca al nucleo. En conjunto, estos
hechos promueven la expresion de genes diana dependientes de AR, tales como
PSA, generando el desarrollo del fenotipo CRPC.
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10. CONCLUSION Y PROYECCIONES.

Este trabajo logr6 cumplir con el objetivo principal de analizar la
contribucién de las lipoproteinas nativas y oxidadas en la esteroidogénesis
intratumoral y la progresion de células de CRPC, mostrando que las lipoproteinas
de baja densidad oxidadas contribuyen significativamente al desarrollo del
fenotipo CRPC mediante la expresidon de enzimas esteroidogénicas y
marcadores de progresidon bioquimica y resistencia a ADT, en células de CRPC

in vitro. Por lo cual, la hipotesis de trabajo es aceptada.

Nuestros resultados resultan interesantes desde el punto de vista de la
contribucién de las lipoproteinas a la esteroidogénesis intratumoral, demostrando
que las lipoproteinas de baja densidad oxidadas favorecen la expresion de
enzimas esteroidogénicas y la activacion AR. Sin embargo, proyectamos la
necesidad de realizar estudios complementarios para determinar si la promocién
de la expresidon de enzimas esteroidogénicas y marcadores de resistencia a ADT
esta dada por una mayor disponibilidad de sustrato colesterol, o bien, por la
activacion de vias aberrantes independientes de AR, tales como AKT, STAT3 y

NF-kB.
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Ahora bien, tomando en cuenta el contexto de la fisiopatologia del cancer,
donde el microambiente tumoral involucra interacciones y reacciones complejas,
no solo entre las células cancerosas, sino también con células del estroma
tumoral, surgen nuevas preguntas respecto de cual seria el papel que juegan las
lipoproteinas de baja densidad en este microambiente. El cancer se caracteriza
por una inflamacién crénica y la abundante presencia de especies reactivas del
oxigeno que podrian mediar la oxidacién de particulas como la LDL, generando
asi su oxidacién en el mismo microambiente tumoral, previo al ingreso a la célula
de CRPC. De esta manera, podrian generarse nuevos focos de estudio que den
cuenta de la importancia del proceso de oxidacion de la LDL en el microambiente
tumoral y su relacion con la esteroidogénesis intratumoral, la cual hemos
demostrado in vitro, se encuentra aumentada frente a la exposicion a estas

lipoproteinas oxidadas.
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12. ANEXO
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Anexo Figura 1: Expresion del dimero de la enzima AKR1C3 en linea celular
C4-2B.

91



22RV1 C4-2B

<110 kDa
>110 kDa

AR
Variantes de AR

Anexo Figura 2: Expresion de variantes del receptor de andrégenos. Se
observa que la linea celular 22RV1 posee mayor expresion de variantes que la
linea C4-2B. 30ug de proteinas totales fueron cargados por cada carril.
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