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A Nivia, Osvaldo y Matilde.
“En la Ciencia la Unica verdad sagrada, es que no hay verdades sagradas”

Carl Sagan.
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RESUMEN

El cancer de préstata avanzado es tratado preferentemente con deprivacion de
androgenos (ADT), sin embargo, un gran grupo de pacientes desarrollaran
resistencia al tratamiento. ElI cancer de prostata resistente a ADT o también
conocido como resistente a castracion (CPRC) es tratado con Docetaxel, sin
embargo, un porcentaje importante de pacientes generara también resistencia a
este tratamiento, generando un cancer de prostata resistente a la castracion

resistente a Docetaxel.

El tratamiento para este tipo de cancer es el farmaco Cabazitaxel, sin embargo,
la efectividad a este medicamento se vera limitada en poco tiempo por la
aparicién de resistencia en un gran niamero de pacientes. La via NF-kB esta
relacionada con la resistencia a Docetaxel, y se cree que también esti
relacionada con la resistencia a Cabazitaxel, promoviendo la expresion de
ABCB1 y TUBB3. Interesantemente, la lipoproteina de baja densidad oxidada
(oxLDL) estd aumentada en el plasma de pacientes con CRPC y en otras
patologias se ha visto que promueve la activacion NF-kB, sin embargo, su funcién

en la generacion de resistencia a drogas no ha sido descrita.

Hipotetizamos que la activacion de las vias de sefializacion NF-kB p52-p65, por

la accion de oxLDL, inducen la resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel mediante la
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sobreexpresion de marcadores de resistencia a la terapia, como MDR1y TUBB3

en modelos celulares de cancer de prostata resistente a la castracion.

Analizamos el efecto de oxLDL sobre la activacion de NF-kB p65 y p52 en
modelos celulares de CRPC, en la expresion de marcadores de resistencia a

taxanos como TUBB3 y MDR1 y su efecto en la sobrevida celular a estas drogas.

Los resultados mostraron un aumento en la expresion de NF-kB p65 y p52, un
aumento en la expresion de TUBB3 y MDR1, como también un aumento en la
supervivencia celular para las lineas tratadas con oxLDL y con los taxanos
Docetaxel o Cabazitaxel. También, observamos la sobreexpresion de receptores
scavenger para oxLDL en distintos estadios de la enfermedad y que pueden estar

contribuyendo a los efectos observados por interaccién con oxLDL.

Podemos concluir en base a los resultados obtenidos, que la activacion NF-kB
p52-p65, por accién de oxLDL, inducen la resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel
mediante la sobreexpresion de MDR1 y TUBB3 en los modelos celulares de

cancer de préstata resistente a la castracion estudiados.
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ABSTRACT

Advanced prostate cancer is preferentially treated with androgen deprivation
(ADT), however, patients will develop resistance to the treatment. ADT-resistant
or also known as castration-resistant prostate cancer (CRPC) is treated with
Docetaxel, however, a significant percentage of patients will also develop
resistance to this treatment, resulting in Docetaxel-resistant castration-resistant

prostate cancer.

The treatment for this type of cancer is the drug Cabazitaxel, however, the
effectiveness of this drug will be limited in a short time due to the appearance of
resistance in a large number of patients. The NF-kB pathway is related to
resistance to Docetaxel, and is also believed to be related to resistance to
Cabazitaxel, promoting the expression of ABCB1 and TUBBS3. Interestingly,
oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) is increased in the plasma of patients
with CRPC and in other pathologies has been seen to promote NF-kB activation,

however, its role in the generation of drug resistance has not been described.

We hypothesized that activation of NF-kB p52-p65 signaling pathways, by the
action of oxLDL, induce resistance to Docetaxel and Cabazitaxel through
overexpression of MDR1 and TUBB3 in castration-resistant prostate cancer cell

models.
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We analyzed the effect of oxLDL on NF-kB p65 and p52 activation in CRPC cell
models, on the expression of taxane resistance markers such as TUBB3 and

MDR1 and their effect on cell survival to these drugs.

The results showed increased expression of NF-kB p65 and p52, increased
expression of TUBB3 and MDR1, as well as increased cell survival for lines
treated with oxLDL, Docetaxel and Cabazitaxel. We also observed
overexpression of scavenger receptors for oxLDL at different stages of the
disease, which may be contributing to the effects observed by interaction with

oxLDL.

We can conclude based on the results obtained, that NF-kB p52-p65 activation,
by action of oxLDL, induce resistance to Docetaxel and Cabazitaxel through
overexpression of MDR1 and TUBB3 in the castration-resistant prostate cancer

cell models studied.
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1. INTRODUCCION

a. Generalidades sobre el cancer de proéstata.

El cancer, como enfermedad no transmisible es actualmente el causante de la
mayoria de las muertes en hombres y mujeres a nivel mundial. También se
posiciona como la principal barrera en el aumento de la esperanza de vida en
todo el mundo durante este siglo. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el cancer se encuentra entre la primera y segunda causa de muerte
en individuos de hasta 70 afios en la mayor parte de los paises del mundo (Bray

et al., 2018)

El cancer de prostata (CaP), es una de las neoplasias malignas mas comunmente
diagnosticada en hombres de 50 afios 0 mas, siendo una patologia de lenta
progresion, pero de alta incidencia en la poblacion masculina (Ministerio de Salud
de Chile., 2015). Anualmente se diagnostican aproximadamente a 1,6 millones
de individuos con esta enfermedad y cerca de 366.000 hombres moriran a causa
de esta patologia en el mismo periodo de tiempo (Pernar et al., 2018). En las
tltimas décadas, en Latinoamérica el aumento en la esperanza de vida ha crecido

considerablemente, trayendo consigo el envejecimiento de la poblacion, lo que



implica, inevitablemente, una mayor incidencia del cancer, y esto incluye al
cancer de prostata. Pese a que se cuenta con muchas mejorias en el ambito de
la salud y el cuidado de la poblacién, las tasas de mortalidad por cancer de
préstata en esta region del mundo son el doble que la de los paises desarrollados
(Reis et al., 2020). En la actualidad en Chile, se observa un panorama similar en
cuanto a la incidencia y mortalidad del CaP con respecto a los demas paises de
la region. De acuerdo con estadisticas recientes, al afio 2020 en el pais se
diagnosticaron a 8157 pacientes y fallecieron 2296 hombres por esta causa,
posicionando al cancer de préstata como la primera incidencia de cancer y la
tercera causa de muerte por cancer en la poblacion masculina chilena (Sung et

al., 2021).

Dentro de los principales factores de riesgo para el desarrollo del cancer de
préstata, se encuentran la raza, la edad, el componente genético, la historia
familiar y el sindrome metabdlico y la obesidad. En cuanto a este ultimo, a pesar
de que se ha asociado una alta comorbilidad junto al cancer de prostata,
solamente los factores de riesgo de etnia, edad y antecedentes familiares han
sido bien caracterizados (Hsing et al., 2007). Con el paso del tiempo, y gracias a
numerosos estudios, se ha demostrado que diversos tipos de cancer, entre ellos
el CaP, estan relacionados con el sindrome metabdlico, que se define como el
cumplimiento de al menos una de las siguientes condiciones:
hipercolesterolemia, dislipidemias, disminucion del colesterol de alta densidad,

aumento del colesterol de baja densidad, hipertension, o glucosa sérica elevada



en ayunas (Rice et al., 2012) lo que sugiere que el cancer de prostata también
considera al factor dietético como determinante para su progresion y desarrollo
(Kaiser et al., 2019). Dentro de los parametros del sindrome metabdlico que se
han relacionado fuertemente con el cancer de prostata, se encuentra la obesidad.
Esta se define como la acumulacién de un exceso de grasa corporal que
perjudica la salud, producto del desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético
(Adesunloye, 2021). En términos de unidades del indice de masa corporal (IMC)
gue se expresa como la relaciéon entre el peso corporal en kilogramos y la altura
en metros cuadrados, la obesidad se define como un IMC 2 30 kg/m? (Piché et
al., 2020). Para los hombres que padecen CaP, la obesidad se ha asociado con
un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad luego de un tratamiento con
intenciones curativas, también con un rapido paso a un cancer de mayor grado y
malignidad, y un aumento en la mortalidad producto de la enfermedad. La
obesidad en estos pacientes se ha asociado también con el aumento de efectos
adversos secundarios agudos mas graves y a largo plazo. Los pacientes con
cancer que ademas padecen obesidad presentan un tiempo mucho menor para
desarrollar cancer de préstata resistente a la castracidn en comparacion con
individuos no obesos (Wilson et al., 2022). Se ha observado también, que los
pacientes obesos o con sobrepeso, aparte de padecer los problemas que se han
mencionado anteriormente, también presentan fenbmenos de resistencia a las

terapias empleadas para tratar el cancer de prostata (Adesunloye, 2021b).



Los algoritmos de tratamiento para el cancer de prostata dependen del estadio
clinico patolégico de la enfermedad. El comité conjunto sobre el cancer de
Estados Unidos (AJCC) y la Union internacional para el control del cancer (UICC)
han utilizado el sistema de clasificacion TNM que permite clasificar segun
estandares comunes diferentes tipos de canceres. En este sentido, el CaP se
puede clasificar dependiendo del tamafio, localizacion e invasion y metastasis del
tumor (Rosen & Sapra, 2022). Con el sistema de clasificacion TNM, se evalla
tanto el tumor original (T), si el cancer se ha propagado a los ganglios linfaticos

cercanos (N) o si ha hecho metastasis a distintas partes del cuerpo (M) (Tabla 1).

Otra escala utilizada para la estadificacion del cancer de prostata es la escala de
Gleason (tabla 2). Este tipo de clasificacion se basa en la observacion
histopatolégica del grado de diferenciacion de las células tumorales,
asignandoles puntajes en una escala de 1 a 10 a los dos campos mas
representativos de la muestra, obteniéndose un maximo de diez puntos para el
cancer mas agresivo. Asi, puede asignarse un alto puntaje de Gleason a los
tumores en que se presenta un mayor grado de anaplasia, clasificandose como
un cancer de mayor agresividad y menor pronostico de sobrevida que un cancer

con un puntaje Gleason menor (Humphrey, 2004).



Tabla 1: Clasificacion TNM utilizada para la estadificacion del cancer de proéstata.

Tumor primario (T)
TX No se puede evaluar el tumor
TO No hay evidencia de tumor primario
T1 Tumor clinicamente inaparente, no palpable y no visible por
imagenes
T2 Organo confinado
T3 El tumor se extiende mas alla de la glandula prostatica
T4 El tumor invade el esfinter externo, el recto y la pared lateral
pélvica.
Ganglios linfaticos (N)
NXx No se evaluaron los ganglios regionales
NO No hay ganglios regionales
N1 Metastasis en ganglios regionales: pélvica, hipogastrica,
obturatriz, iliaca, sacra
Metastasis (M)
Mx Ganglios regionales no evaluados
MO Sin metastasis
M1 Presencia de metastasis distante

Tabla 2: Clasificacion de Gleason utilizada para la estadificacion del cancer de
préstata en base a biopsias prostaticas y su respectivo patrén histologico.

Grupo | Puntaje de
Gleason

Definicidn del patrén histolégico

1 <6

Solamente glandulas discretas y bien formadas

2 3+4=7

Glandulas predominantemente bien formadas con un
componente menor de glandulas mal formadas, fusionadas,
cribiformes, glomeruloides.

3 4+3=7

Glandulas predominantemente mal formadas, fusionadas,
cribiformes y glomeruloides, con un componente menor de
glandulas bien formadas.

Solamente glandulas mal formadas, fusionadas, cribiformes
o glomeruloides.
Glandulas predominantemente bien formadas con
componente menor sin glandulas.
Patron predominantemente sin gldndulas con un
componente menor de glandulas bien formadas.

5 9-10

Ausencia de formacién glandular (o presencia de necrosis)
con o sin glandulas mal formadas, fusionadas, cribiformes.




b. Tratamiento del cancer de proéstata.

Cuando un paciente posee CaP localizado (T1 o T2), el tratamiento se basa
principalmente en una prostatectomia junto a radioterapia, la que sera efectiva
en un gran porcentaje de pacientes. Sin embargo, parte de ellos desarrolla
recidiva, incluso con el desarrollo de tumores con mayor grado malignidad (T3 o
T4). Asi, los pacientes que son diagnosticados con estadios T3 o T4 o los que
desarrollaron una progresion hacia estos estadios son tratados principalmente
con hormonoterapia, esto debido a que este tipo de CaP avanzado es
dependiente de los andrégenos testiculares y suprarrenales para su proliferacion
y sobrevida. Mediante las terapias de supresion de andrégenos, principalmente
con agonistas y antagonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante
(LHRH) se genera una disminucion significativa del 85% de los andrégenos de
origen testicular (Ministerio de Salud de Chile., 2015). Este tratamiento es
efectivo en un 40% de pacientes, sin embargo, el grupo restante no respondera
a esta terapia, desarrollando un cancer de préstata resistente a castracion
(CRPC) el cual se caracteriza por una progresion del cancer en concentraciones
de andrégenos en niveles de castracion (J. Kroon et al., 2016), <50 ng/dL de
testosterona circulante (Shore et al.,, 2021). De igual manera, un amplio
porcentaje de los pacientes con CaP sensible a andrégenos desarrollara
resistencia a la supresién de andrégenos en los afios posteriores de iniciado el

tratamiento.



c. Cancer de prostata resistente a castracion (CRPC) y su tratamiento.

Las estrategias terapéuticas para los pacientes con CRPC son preferentemente
la terapia basada en taxanos como Docetaxel, Cabazitaxel, antagonistas del
receptor de andrégenos como Enzalutamida y Flutamida y los antagonistas del
citocromo p450 isoforma 17 A (CYP17Al), una enzima determinante en la
generacion de androgenos intratumorales, la Abiraterona (Schweizer &
Antonarakis, 2014). En particular, los taxanos son moléculas quimioterapéuticas
que ejercen su mecanismo de accién antitumoral, mediante la unién a B-tubulina
de los microtubulos, la cual tiene una funcién clave en la mitosis y transporte
intracelular (Ojima et al., 2016). Estos microtubulos son polimeros altamente
dindmicos compuestos por monoémeros de tubulina a y B, las cuales
continuamente se encuentran en dinamicas de ensamblaje y desensamblaje en
el espacio intracelular. Los taxanos inhiben la funcion de los microtabulos al
unirse directamente a las moléculas de tubulina, promoviendo su polimerizacion
y la estabilizacion. El bloqueo de la dinamica de los microtabulos conduce a un
bloqueo de la mitosis en la fase G2/M para finalmente conducir a la muerte de

las células tumorales mediante apoptosis (Vrignaud et al., 2014).

Dentro de esta familia de farmacos destacan tres quimioterapéuticos, que se han
usado ampliamente en el tratamiento del cancer de préstata resistente a
castracion: Paclitaxel, Docetaxel y Cabazitaxel, siendo estos ultimos derivados

semisintéticos del primero. En la actualidad, y de acuerdo con las guias clinicas



disponibles en el Ministerio de Salud, el farmaco de eleccidon en pacientes con
CRPC es Docetaxel, principalmente en pacientes clasificados como “con buen

estado general de salud” (Ministerio de Salud de Chile., 2015).

Docetaxel es un farmaco antineoplasico antimitdtico, cuya funcion es la
estabilizaciéon, mediante la unién de las unidades de B-tubulina en los
microtubulos, evitando la despolimerizacién que se requiere para el proceso de
mitosis, lo que finalmente se traduce en apoptosis celular (Chandrasekar et al.,
2015a) y es activo en otros blancos terapéuticos, especificamente sobre la
fosforilaciéon de Bcl-2 impidiendo su hetero dimerizacion, induciendo activacion
de caspasas y promoviendo el proceso apoptético (Fabbri et al., 2008; Magadoux
et al., 2014). Pese a que este tratamiento suele ser efectivo en primera instancia,
todos los pacientes que reciban esta terapia eventualmente desarrollaran
también resistencia a este agente quimioterapéutico, progresando a un CRPC

resistente a Docetaxel (Chandrasekar et al., 2015b).

d. Mecanismos moleculares asociados a la resistencia a Docetaxel en

CRPC

Entre los mecanismos de resistencia a Docetaxel en CPRC, se han descrito
principalmente los asociados a la sobreexpresion de proteinas de resistencia a
multiples drogas (MDR) como la glicoproteina P o MRP1 o ABCB1, que actdan
como bombas de salida de los farmacos en las células (Magadoux et al., 2014).

En otros tipos de cancer, se ha observado que la sobreexpresién de ABCBL1 esta



regulada al alza y esto seria crucial para la resistencia a diversos agentes
guimioterapéuticos (G. Wang et al., 2018). También se han observado diferentes
polimorfismos de un solo nucleodtido (SNPs) que estan relacionados con la
sobreexpresion y la afinidad de ABCB1 por su sustrato (Sissung et al., 2008). Se
han descrito también mecanismos asociados a isoformas de B-tubulina, como
TUBBS3, la cual no posee el dominio de unién a Docetaxel, impidiendo que el
farmaco cumpla su funcién antimitotica, generando asi resistencia al tratamiento

(Terry et al., 2009)

Otros mecanismos asociados al fracaso terapéutico en el tratamiento del cancer
de préstata resistente a castracion con Docetaxel, se relacionan con vias de
supervivencia celular que son activadas por mecanismos de estrés generados
por la unién B-tubulina en respuesta a la detencion de la dinamica celular. En este
contexto, se ha observado la activacion de diferentes vias de sefializacion como
JNK, JAK, activacion de factores de transcripcion como STAT1 y STAT3, entre
otros. Por ejemplo, STAT3 esta implicado en la resistencia a Docetaxel a través
de serina-treonina quinasa PIM1, que ha demostrado mejorar la supervivencia de
lineas celulares de CRPC (Magadoux et al., 2014). Aparte de los mecanismos
antes mencionados existe también expresion de citoquinas proinflamatorias
como IL-6 e IL-8, y otras vias de supervivencia celular como NF- kB (Patterson
et al., 2006). Con respecto a esta ultima, se ha demostrado que Docetaxel es
capaz de activar NF-kB, que una activacion constitutiva de la via por la
estimulacién de IkB quinasa (IKK) interfiere en la actividad citotéxica de
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Docetaxel en algunas lineas celulares de cancer de prostata como DU145 y PC-
3 (Gan et al., 2011), lo que genera resistencia a la terapia. Muchos de estos
factores se relacionan en vias de sefalizacion comunes, lo que hace que la

resistencia a los tratamientos en esta patologia sea un escenario complejo.

e. CPRC resistente a Docetaxel y tratamiento con Cabazitaxel.

Cuando la enfermedad progresa a pesar de haber recibido tratamiento previo con
Docetaxel, se genera lo que se conoce como CPRC resistente a Docetaxel. La
alternativa terapéutica utilizada segun lo estipulado en guias clinicas disponibles
es el farmaco Cabazitaxel (CBZ) y se emplea en pacientes con buen estado
general de salud tanto sintomaticos, levemente sintomaticos y asintomaticos
tratados previamente con Docetaxel u otros farmacos como Abiraterona y
Enzalutamida (Ministerio de Salud de Chile., 2015). Cabazitaxel es un taxano de
tercera generacion que, al igual que Docetaxel, interfiere en la dinamica de los
microtUbulos, estabilizandolos e impidiendo su despolimerizacién, bloqueando la
division celular en fase G2 lo que se traduce en la muerte celular por apoptosis
(Duran et al., 2015). Cabazitaxel fue aprobado por la FDA el afio 2010 para el
tratamiento del céancer de préstata resistente a la castracion resistente a
Docetaxel (Hongo et al.,, 2018). Su uso en combinaciéon con Prednisona ha
demostrado clinicamente beneficios en pacientes con CRPC resistente a
Docetaxel aumentando su sobrevida global en 15.1 meses en comparacion con

otros farmacos (Ministerio de Salud de Chile., 2015); sin embargo, la duracion de
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la respuesta del cancer a CBZ esta limitada solo a algunos meses luego de
iniciada la terapia con el farmaco, y no hay tratamientos efectivos para CPRC

resistentes a CBZ (Hongo et al., 2018).

f. Mecanismos moleculares asociados a la resistencia a Cabazitaxel.

Actualmente, los mecanismos de resistencia de CBZ son menos conocidos. Se
ha visto que influyen en la resistencia al farmaco la pérdida de la proteina del
retinoblastoma, que es una proteina supresora tumoral cuya funcién es la de
promover la transicion GO-G1 cuando se fosforila por CDK3/ciclina C, y actuar
como represor transcripcional de genes objetivos de E2F1 (de Leeuw et al.,
2015). La pérdida del transportador de membrana SLCO1B3 (transportador de
aniones organicos portadores de solutos 1B3) que es un transportador conocido
de Docetaxel, es otro mecanismo de resistencia asociado a este farmaco.
Ademas, se ha observado que, producto de la resistencia cruzada entre ambos
farmacos, la perdida de SLCO1B3 generaria también resistencia a Cabazitaxel
(de Morrée et al., 2016). Se ha observado que lineas celulares de CRPC que son
resistentes a Docetaxel, son también resistentes a Cabazitaxel, y esto esta
directamente relacionado con la regulacion al alza de la proteina MDR1 (Lombard

et al., 2017).

En otros estudios, se ha determinado que no solo los mecanismos mencionados
anteriormente estan relacionados con la resistencia a Cabazitaxel en CRPC, sino

gue también mecanismos que se han observado en la resistencia a Docetaxel,
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estan también relacionados con la resistencia a CBZ como por ejemplo los
elevados niveles de B-tubulina Il que se observo en diversos modelos celulares
de cancer de préstata. Todos estos datos hacen pensar que los mecanismos que
confieren resistencia a Docetaxel tales como la expresion de ABCB1, TUBBS,
vias de supervivencia celular y otros, estan también relacionados con la
resistencia cruzada a Cabazitaxel (Lombard et al., 2017). Mediante estudios de
microarrays en lineas celulares de CRPC, se han observado mejoras en los
grupos de genes asociados a division celular y division nuclear mitotica en lineas
celulares resistente a CBZ. También se ha observado la inhibicion del arresto
celular en G2/M producido por el farmaco, lo que seria explicado por la mejora
en la sefalizacion de progresion del ciclo celular, y con ello se generaria un
aumento de la resistencia al tratamiento por una disminucion de la muerte celular

(Hongo et al., 2018).

Investigadores han demostraron en modelos celulares de cancer pancreatico
(CP) que el farmaco CBZ es capaz de activar e inducir la translocacion al nucleo
de NF-kB-p65 luego del tratamiento con CBZ. En lineas celulares resistentes a
farmacos que sobre expresaban NF-kB-p65 se realizaron ensayos de
supervivencia celular donde se observd, que las células que expresaban NF-kB-
p65 disminuyeron la sensibilidad al tratamiento con CBZ, sugiriendo que la
activacion de la via NF-kB puede involucrarse en la resistencia de las células a

CBZ (Li et al., 2020).
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g. Lipoproteina de baja densidad, procesos de oxidacion y generacion
de oxLDL:

Resultados recientes de nuestro laboratorio han demostrado que la lipoproteina
de baja densidad oxidada promueve en parte la resistencia a enzalutamida
mediante la generacion de ROS y posterior activacion de la via NF-kB (Duprat et
al., 2021), sin embargo, no hay informacion sobre los efectos que esta podria
generar en la resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel. La lipoproteina de baja
densidad se define como un conjunto de lipoproteinas que pueden ser aisladas
mediante ultra centrifugacion en gradiente de densidad con un rango de
densidades de entre 1,019 a 1,063 g/mL (Mahley et al., 1984). Son moléculas
esféricas con un didmetro de entre 20-23 nm y su peso molecular esta entre los
1,8 y 2,8 x106 Da. Estan constituidas por una parte lipidica y una parte proteica.
Los lipidos centrales de las LDL estan compuestos por ésteres de colesterol,
triglicéridos, una monocapa externa de colesterol libre y fosfolipidos, entre ellos,
la fosfatidilcolina, y la parte proteica es una molécula de apoproteina,
especificamente la Apo-B100 (Yoshida & Kisugi, 2010). Estas lipoproteinas son
susceptibles de oxidacion por diversos procesos fisiopatoldgicos constituyendo
lo que se conoce como las lipoproteinas de baja densidad oxidadas. El proceso
de oxidacion de las LDL se centra en dos etapas principales, donde en una
primera instancia solo ocurren cambios a nivel de los lipidos de la LDL, y no en

la estructura proteica. En este proceso, se genera la lipoproteina de baja

13



densidad minimamente oxidada. Al adquirir una pequefia carga negativa, esta
molécula es capaz de activar sefiales anti apoptéticas e inducir procesos
inflamatorios que traen consigo aumento de citoquinas y quimioquinas pro-
inflamatorias (Bitorina et al., 2019), lo que genera que las particulas de LDL sigan
oxidandose, dando origen a lipoproteinas de baja densidad oxidada, todo esto en
un contexto patolégico como es la aterosclerosis. En esta instancia la molécula
ya ha sufrido cambios en su componente proteico y cuando esto sucede, el
receptor de LDL ya no reconoce a la LDL oxidada, pero estas son reconocidas
por diversos tipos de receptores scavenger como CD36, LOX-1, SRA1l y SR-B1.
Los lipidos de la LDL oxidada son altamente citotoxicos y pro apoptéticos
(Yoshida & Kisugi, 2010) y durante el proceso de oxidacién, se producen cambios
oxidativos no enziméaticos en los aminoacidos como también la protedlisis y se
producen enlaces cruzados entre la apoproteina B (ApoB) dando como resultado
una alteracién extensa en la composicion y estructura proteica. Por otra parte, los
lipidos peroxidados se descomponen generando aldehidos y cetonas libres que
modifican covalentemente los residuos €-amino de lisina de la parte proteica de
la LDL (Parthasarathy et al., 2010), lo que genera diversos efectos en el tejido

circundante y en el organismo en general.

h. Lipoproteina de baja densidad oxidada en contexto patolégico:
aterosclerosis y cancer.

En el contexto patolégico, oxLDL participa activamente en la formacion y

progresion de la placa aterosclerética. Es capaz de interaccionar con diversos
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receptores de tipo scavenger (SR) como, por ejemplo, SR-A, SR-B1, CD36 y
LOX-1 (Pirillo et al., 2013), en diversos tipos celulares. Mediante esta interaccion,
las particulas de oxLDL aumentan la expresion de moléculas de adhesion tales
como VCAM-1, P-selectina, E-selectina, ICAM-1 (da Luz et al., 2018), lo que
conduce al reclutamiento de leucocitos, principalmente monocitos y linfocitos T
hacia el subespacio endotelial. Luego, con la generacién de quimioquinas como
la proteina quimioatrayente de monocitos MCP-1, interferon (INF)-Y, estas
células migraran hasta la intima arterial (Kattoor et al., 2017) desde donde se
producen una serie de eventos celulares como la migracion y transformacion de
monocitos en macrofagos, lo que regula al alza diversos receptores, entre ellos
los SR que finalmente son capaces de internalizar oxLDL, generando la
acumulacion de lipidos y finalmente la formacién de células espumosas (Pirillo et
al.,, 2013). En el contexto inflamatorio y de la formacion de la placa
aterosclerotica, oxLDL es capaz de activar mediante interaccion con diversos
receptores, algunas vias de sefalizacion. Por ejemplo, la activacién de la via
JAK-STAT, una importante via en el inicio y progresion de la aterosclerosis es
activada por oxLDL. Se ha observado en modelos murinos de aterosclerosis, que
los niveles de IL-6 y TNF-a aumentaron considerablemente en plasma vy tejido
aortico cuando aumenta la forma fosforilada de STAT3 (p-STAT3), y también se
observd que al ocurrir la activacion de STAT4 por accién de IL-12, ocurre la
diferenciacion de células T en Th1, tipicas en el proceso de aterosclerosis, que a

su vez secretan grandes cantidades de INF-Y y TNF-a, esto genera la activacion
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de macroéfagos y promoviendo el desarrollo de la placa aterosclerética. (Zhu et

al., 2018).

Por otra parte, se ha observado la activacién de la via de sefalizacion NF-kB
mediante receptores de tipo TOLL, especificamente TLR4, lo que conducen a la
produccion de citoquinas proinflamatorias, y como resultado se regula al alza la
expresion de genes como por ejemplo ABCG1, que es crucial en la respuesta
inflamatoria y la acumulacion de lipidos en el tejido aodrtico, proceso que esta
relacionado con la progresién y vulnerabilidad de la placa (Yvan-Charvet et al.,

2008).

Como se mencioné en los parrafos anteriores, una de las vias de sefializacion
que tiene un papel esencial en los procesos inflamatorios es la via de
sefalizacion NF-kB, la que es activada por la interaccion de oxLDL con
receptores scavenger. Estos receptores se encuentran principalmente en las
células endoteliales y 6Organos ricos en vasculatura, especialmente en los
componentes celulares de las lesiones ateroscleréticas, tanto al inicio como en
etapas tardias del proceso (Balzan & Lubrano, 2018a). La unién de oxLDL a estos
receptores aumenta la produccion intracelular de ROS, lo que estimula la
activacion de NF-kB, y esto a su vez contribuye al alza en la produccion de
moléculas de adhesion, citoquinas proinflamatorias, factores tisulares y proteinas
de remodelacion tales como las metaloproteinasas de matriz MMP-2 y MMP-9

(Murdocca et al., 2021). Se ha observado también, que oxLDL y receptores
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scavenger como LOX-1 se encuentran sobre expresados en CRPC, lo que
sugiere un papel activo de oxLDL y su receptor en la progresion de la enfermedad
hasta estadios avanzados (Gonzalez-Chavarria et al., 2018). También, se ha
demostrado que oxLDL aumenta la proliferacion y migracion celular mediante la
activacion de genes diana de la via de sefializacion NF-kB tales como el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF), metaloproteinasas de matriz MMP-2
y MMP-9, como también se demostro el rol activador de la angiogénesis tumoral,
la transicion epitelio-mesenquimal de las células cancerosas y el crecimiento
tumoral y metastasis de las células de cancer de préstata (Gonzalez-Chavarria

et al., 2014).

Por otra parte, la evidencia reciente ha demostrado que la forma en la que se
relacionan a la obesidad con el riesgo aumentado de padecer cancer es mediante
el metabolismo lipidico alterado (Bitorina et al., 2021). Diversos estudios en
modelos animales, asi como los datos epidemioldégicos en pacientes que
padecen cancer, han demostrado que las enfermedades del metabolismo lipidico
aumentan considerablemente el riesgo de padecer algunos tipos de cancer, tales
como el cancer de mama, colon, higado y prostata (Bitorina et al., 2019). Se ha
informado también, que los niveles plasmaticos de oxLDL, triglicéridos, colesterol
total, estdn aumentados en pacientes que padecen cancer de mama (Laisupasin
et al., 2020) y cancer de colon en estadios tempranos (Diakowska et al., 2015) y

también en pacientes con cancer de préstata avanzado (Wong et al., 2003).
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En este contexto, se ha visto que oxLDL es capaz de activar la via de sefializacion
NF-kB, y esta se relaciona de forma importante en el desarrollo, pronéstico del
cancer, la progresion de este a CPRC como también la resistencia a la terapia,
la proliferacion y supervivencia celular, y particularmente, p52, RelA, RelB, y c-
Rel son subunidades de NF-kB que se han visto involucradas en el cancer de
préstata (Bitorina et al., 2019). En base a todos los antecedentes mencionados
anteriormente, los niveles séricos de oxLDL se han utilizado como biomarcador
de procesos de estrés oxidativo en procesos fisiopatologicos como la
aterosclerosis, la disfuncién endotelial, pero también se le ha relacionado
directamente con la tumorigénesis (Bitorina et al., 2019). Estas moléculas de
oxLDL generan un ambiente propicio para la ocurrencia de diversos fenomenos
gue contribuyen al desarrollo y progresion de diversos tipos de tumores, cambios
fenotipicos y genotipicos desde células normales a células cancerosas, ya sea a
través de cambios en el ambiente hormonal como también a través de
modificaciones en las membranas celulares, mediante la modulacion de la
respuesta inmune hacia la células tumorales, y a través del estrés oxidativo en la

generacion de la oxidaciéon de lipoproteinas circulantes (Bitorina et al., 2019).

Especificamente en el cancer de préstata, estudios realizados a pacientes que
padecian CaP o CaP metastasico, demostraron que, en el primer grupo de
pacientes, los niveles séricos de oxLDL en comparacion con otros biomarcadores
y con los controles, aumentaban significativamente y mas aln en pacientes que
cursaban un cancer de prostata metastasico (Wan et al., 2015). Dentro de este
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mismo estudio, se demostrdé que oxLDL era capaz de estimular la proliferacion
de células PC-3 en comparacion con el control y de regular al alza la expresion
del gen ORL1 del receptor LOX-1 en estas mismas células de forma dependiente
de la dosis. Por ultimo, en ensayos de microarrays de proteinas demostraron que
oxLDL fue capaz de modificar o activar diferentes vias de sefializacion tales como
la via NF-kB, STAT 1 y STATS3, las que podrian ser responsables de la
proliferacion, migracién y apoptosis tumoral inducida por oxLDL (Wan et al.,

2015).

Por dltimo, se ha demostrado que oxLDL no solamente influye en el inicio y
progresion del cancer, sino que también esta involucrada en la eficacia del
tratamiento empleado en la enfermedad. En un estudio realizado con
anterioridad, se demostrd que oxLDL interfiere en la eficacia del cisplatino como
agente anticancerigeno en células de carcinoma de ovarios, y se observo un
aumento en el ICso del farmaco cuando estas células fueron tratadas con oxLDL.
Por otra parte, se ha observado que oxLDL estimula fendmenos de autofagia en
células de osteosarcomas por la sobreexpresion de miR-155, lo que reduce la
efectividad de la terapia en este tipo de cancer, al menos in vitro (Bitorina et al.,

2019)

Pese a que existe evidencia de que la lipoproteina de baja densidad oxidada
plasmatica se encuentra aumentada en pacientes oncologicos, y que la via de

sefalizacion NF-kB participan dentro de la fisiopatologia del cancer y la
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resistencia al tratamiento, no se ha reportado hasta hoy la relacion que estos
factores tienen en el desarrollo, progresion y expresion de marcadores de
resistencia a drogas en cancer. Por lo anterior, surge la inquietud de conocer cual
es su relacion con respecto al fendmeno de resistencia en un tipo de cancer tan

prevalente como el cancer de proéstata.
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2. HIPOTESIS

La activacion de la via de sefializacion NF-kB p52-p65, por oxLDL, induce la
resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel mediante la sobreexpresion de MDR1 y

TUBB3 en modelos celulares de cancer de pristata resistente a la castracion.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General:
Analizar el efecto de oxLDL en la activacion de la via de sefalizacion NF-
KBy en la generacion de resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel en modelos

celulares de cancer de préstata resistente a la castracion.

. Objetivos especificos
Determinar la funcién de oxLDL en la activacion de la via de sefializacion NF-

kB en modelos celulares de CPRC.

Determinar la funcién de oxLDL en la expresion de marcadores relacionados

a la resistencia a Cabazitaxel en CPRC.

Determinar el papel de oxLDL y la activacion de NF-kB en la resistencia a

Docetaxel y Cabazitaxel y la supervivencia celular en modelos celulares de

CPRC.
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4. MATERIALES Y METODOS

a. Objetivo especifico 1: Determinar la funcion de oxLDL en la
activacion de la via de sefalizacion NF-kB en modelos celulares de
CPRC

Se analizo la expresion de proteinas propias de la activacion de la via NF-kB en
modelos celulares de cancer de prostata resistente a castracion. Se realizaron
cultivos celulares con células de cancer de préstata resistente a castracion C4-
2B, 22RV1 y DU145. Estas fueron tratadas con 50 ng/mL de oxLDL con el fin de
evaluar el efecto en marcadores especificos de la activaciéon de la via de
sefalizacion NF-kB. Posterior al tratamiento, se realizd la extraccion de
proteinas, se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, y
luego se analiz6 la expresiéon de las proteinas relacionadas con la activacion de

la via NF-kB y sus respectivas formas fosforiladas mediante Wester Blot.

- Generacion de cultivos celulares de lineas celulares C4-2B, 22RV1y
DU145.
Las lineas celulares C4-2B, 22RV1 y DU145 se obtuvieron de American Type

Culture Collection (ATCC, Rockville, Md.)

C4-2B: La linea celular humana C4-2B es una sublinea celular aislada desde

metastasis 0seas de xenoinjertos subcutaneos de ceélulas LNCaP en ratones
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desnudos castrados. Estas células se cultivaron en medio RPMI 1640 que
contenia 10% de suero fetal bobino (FBS) con 100 U/mL de penicilina y
0,1mg/mL, de estreptomicina y L-glutamina 2 mM y se incubaron a 37°C en un

incubador humidificado con 5% de CO2 hasta confluencia adecuada.

22RV1: La linea celular 22RV1 es una linea celular epitelial de carcinoma de
prostata humano-derivada de un xenoinjerto de CWR22 que se propago en serie
en ratones castrados. Las células se mantuvieron en medio RPMI-1640
suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS), 100 U/ml de penicilina, 0,1
mg/ml estreptomicina y L-glutamina 2 mM. Las células se incubaron a 37°C en

un incubador humidificado con 5% de CO2 hasta confluencia adecuada.

DU145: La linea celular DU145 es derivada de una metéstasis del sistema
nervioso central, original de un adenocarcinoma de préstata primario. Son
resistentes a la castracion, no expresan PSA y expresan el receptor de
androgenos (AR). Las células se mantuvieron en medio RPMI-1640
suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS), 100 U/ml de penicilina y
estreptomicina 0,1mg/ml y L-glutamina 2 mM. Las células se incubaron a 37°C

en un incubador humidificado con 5% de CO:2 hasta confluencia adecuada.

- Tratamiento de cultivos celulares DU145, C4-2B y 22RV1 con oxLDL:
Se cultivaron 500.000 células por pocillo de las lineas celulares C4-2B, 22RV1y
DU145 en placas de 12 pocillos hasta obtener una confluencia de

aproximadamente un 80%. ElI mantenimiento de las células se llevo a cabo de
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acuerdo con las condiciones antes descritas en el apartado “Generaciéon de
cultivos celulares de lineas celulares C4-2B, 22RV1 y DU145”. Las células
fueron tratadas con 500 uL medio de cultivo RPMI suplementado con L-
Glutamina y 100U/ml de penicilina/Estreptomicina al 0,1mg/ml, y que no contenia
suero fetal bovino, con una concentracion de oxLDL de 50 pug/mL. Como control
negativo se utilizaron 500 yL de medio de cultivo en iguales condiciones
anteriores, pero reemplazando la oxLDL por el volumen correspondiente de PBS.
Las células fueron incubadas por 1 o 24 horas en estas condiciones en un
incubador humidificado con 5% de CO2, y para cada condicion se realizé el

experimento en triplicado.

- Extraccion y cuantificacion de proteinas asociadas a la activacion de
la via de sefalizacion la via NF-kB:

Para la extraccion de proteinas se utilizé RIPA Lysis Buffer System® (Santa Cruz
Biotecnology Inc, Dallas, TX) suplementado con inhibidor de fosfatasas
Phosphatase inhibitor cocktail C 1X (Santa Cruz Biotecnology Inc, Dallas, TX).
Las células C4-2B, 22RV1 y DU145 se obtuvieron de los cultivos previamente
tratados como se describié en el apartado “Tratamiento de cultivos celulares
DU145, C4-2B y 22RV1 con oxLDL”, y se procedié con la extraccion de
proteinas segun las indicaciones del fabricante, adicionando a cada 100 uL de
reactivo 1, 1 yL de cada cocktail de inhibidor de proteasas (R2, R3y R4)y 1 uL
de cocktail de inhibidor de fosfatasas. Del total de la solucidn, se adicionaron 200
uL por cada pocillo con células, se dejaron incubar por 10 minutos en hielo.
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Posteriormente, el lisado celular fue resuspendido repetidamente y almacenado
entubos de 1,5 mL a -20°. Las proteinas fueron cuantificadas utilizando el método
de Bradford, y para ello, se adicionaron en una placa de 96 pocillos, 200 uL del
reactivo Pierce Coomassie Plus (ThermoFisher Scientific, EE. UU.), y 5 pL de
cada muestra a cuantificar y de la correspondiente curva de calibracion de BSA,
se resuspendié adecuadamente cada pocillo y la cuantificacion se realizd en
equipo SPECTROstar Nano (BMG Labtech, Alemania) de acuerdo con el

protocolo del fabricante.

- Separaciéon de proteinas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida y Western Blot:

Se sembraron 30 ug de proteinas totales extraidas de las células tratadas en las
diferentes condiciones como se mencioné anteriormente en el apartado
“Tratamiento de cultivos celulares DU145, C4-2B y 22RV1 con oxLDL” en un
gel de 40% de acrilamida-Bis 37,5:1 al 12% y se resolvid a voltaje constante de
110 volt. Posterior a una resolucion adecuada, las proteinas fueron transferidas
a una membrana de PDFV (inmovilion FL) de 0,45 um, en donde se utilizo el
equipo de transferencia semi-seca Trans-blot Turbo Transfer System (Bio-Rad,
EE. UU.) por 40 minutos, 25 volt y amperaje constante de 0,3 A. La membrana
se bloque6 con leche descremada al 5% (p/v) en TBS 1X por 1 hora en agitacion
a temperatura ambiente. La membrana con los anticuerpos primarios
correspondientes (tabla 3) se dejaron incubando en leche al 2,5% en TBS 1X
suplementada con Tween 20 al 0,001% overnight. Posterior a ello, se realizaron
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3 lavados sucesivos de cinco minutos cada uno con buffer de lavado TBS 1X,
Tween 20 al 0,001% y SDS 0,1% y luego se aplico el anticuerpo secundario
correspondiente por una hora en agitacion y a temperatura ambiente. Para la
deteccion de la proteina por fluorescencia, se utilizé el equipo Odissey CLX, LI-

COR (Texas, EE. UU.).

b. Objetivo especifico 2: Determinar lafuncion de oxLDL en laexpresion
de marcadores relacionados a la resistencia a Docetaxel y
Cabazitaxel en CPRC.
Mediante Western Blot e inmunocitoquimica, se analizaron la expresion de
marcadores asociados a la resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel en modelos
celulares de cancer de préstata resistente a castracion, especificamente MDR1
y TUBB3. Para ello, se realizaron cultivos celulares con células C4-2B, 22RV1y
DU145, los que fueron tratados con oxLDL como se ha descrito anteriormente.
Posterior al tratamiento, se realiz6 la extraccion y cuantificacion de proteinas, la
separacion mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y la
correspondiente identificacion de los marcadores de interés mediante Western
Blot, como también la preparacion de los cultivos celulares para

inmunocitoquimica.
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- Generacion y tratamiento de cultivos celulares C4-2B, 22RV1y DU145
con oxLDL para extraccion de proteinas.

Los cultivos fueron generados y procesados como se menciond anteriormente en

el apartado “Generacidon de cultivos celulares en lineas celulares C4-2B,

22RV1y DU145 “y “Tratamiento de cultivos celulares DU145, C4-2B y 22RV1

con oxLDL” respectivamente.

- Extraccion y cuantificacion de Proteinas para andlisis de marcadores
asociados a resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel en modelos
celulares de cancer de prdstata resistente a castracion.

Para la extraccion de proteinas se utilizé RIPA Lysis Buffer System® (Santa Cruz
Biotecnology Inc, Dallas, TX). Los cultivos se obtuvieron como se describio
anteriormente y la extraccion de proteinas se llevé a cabo segun las indicaciones
del fabricante, adicionando a cada 100 L de reactivo 1, 1 pL de cada cocktail de
inhibidor de proteasas (R2, R3 y R4). Del total de la solucién, se adicionaron 200
uL por cada pocillo con células, dejandose incubar por 10 minutos en hielo.
Posteriormente, el lisado celular fue resuspendido repetidamente y almacenado
entubos de 1,5 mL a -20°. Las proteinas fueron cuantificadas utilizando el método
de Bradford, y para ello, se adicionaron en una placa de 96 pocillos, 200 pL del
reactivo Pierce Coomassie Plus (ThermoFisher Scientific, EE. UU.), y 5 pL de
cada muestra a cuantificar y de la correspondiente curva de calibracion de BSA,

se resuspendié adecuadamente cada pocillo y la cuantificacion se realizdé en
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equipo SPECTROstar Nano (BMG Labtech, Alemania) de acuerdo con el

protocolo del fabricante.

- Anélisis por Western Blot de MDR1 y TUBB3 como marcadores de
resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel:

El andlisis de los marcadores de resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel (ABCB1

y TUBB3) se realizé como se describié en el apartado “Separacién de proteinas

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y Western Blot”. Los

anticuerpos primarios utilizados para este experimento se informan en la tabla 3

y los anticuerpos secundarios en la tabla 4.

- Anélisis de la expresion de MDR1 como marcador de resistencia a
drogas en modelos celulares de cancer de pristata resistente a la
castracién mediante inmunocitoquimica.

Generacion de cultivos celulares de lineas celulares C4-2B, 22RV1y DU145:

Las lineas celulares 22RV1, C4-2B y DU145 fueron cultivadas hasta

aproximadamente un 80% de confluencia como se describié anteriormente.

Posterior al tiempo de incubacion, las células se tripsinizaron, se contaron y se
agregaron aproximadamente 100.000 células por pocillo de cada linea celular
sobre vidrios tratados previamente con 200 pL de Poli-L-lisina al 0,01%, en placas
de 24 pocillos. Las células se dejaron en cultivo como se ha descrito
anteriormente hasta una confluencia adecuada. Posteriormente, se realizé el

cambio de medio de cultivo por 500 pL de medio con oxLDL a una concentracion
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de 50 mg/mL, preparada en RPMI al 10% de suero fetal bobino, y se dejaron en
incubacion por 24 horas. Luego, las células fueron lavadas con 300 pL de PBS
1X, dos veces, y posteriormente se adicionaron 300 pL de solucién fijadora de
paraformaldehido al 4% y se dejo incubar por 30 minutos a 37°c. Transcurrido el
tiempo de incubacién las células se lavaron dos veces con PBS 1x, se
adicionaron 300 pL de Triton-x100 al 1% para su permeabilizacion y se dejo
incubar las células por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego de lavar
nuevamente dos veces con PBS 1X, se procedié a bloquear las células con
300uL de BSA al 1% y se dej6 incubando la placa con las células por 30 minutos

a temperatura ambiente.

Una vez realizado el bloqueo, se adicionaron, en una camara humeda, gotas de
30 pL de anticuerpo primario preparado en BSA al 1% p/v (tabla 5), dejando los
vidrios con las células sobre el anticuerpo y se incubaron las células por toda la
noche, a 4°c. Por ultimo, las células fueron lavadas nuevamente con PBS 1X, y
se realizé la incubacién con anticuerpo secundario por 4 horas (tabla 6), a 4°c.
Se realizaron nuevos lavados para incubar luego con Faloidina-TexasRed para
la tincidn del citoesqueleto de las células, por 10 minutos a temperatura ambiente
para finalmente entre estos lavados, incubar las células por 3 minutos con DAPI

para la tincién del nucleo celular.

Los vidrios fueron montados con medio de montaje en portaobjetos y las

imagenes fueron obtenidas con un microscopio de fluorescencia OLYMPUS IX81
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a un aumento de 60X y analizadas mediante el software Fiji ImageJ 1,53c,

National Institutes of Health, USA.

c. Objetivo especifico 3: Analizar el papel de oxLDL y el aumento en la
sobrevida celular y resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel en lineas
celulares de CRPC.

Para la determinacion del efecto de oxLDL en la activacion de la via NF-kB y en
la sobrevida celular cuando las células fueron tratadas con Docetaxel y
Cabazitaxel, se realizaron cultivos celulares con células C4-2B, 22RV1 y DU145
como se ha mencionado anteriormente. Posterior a esto, ambos cultivos fueron
tratados con oxLDL por 24 horas y luego tratados con concentraciones crecientes
de Docetaxel y Cabazitaxel para posteriormente realizar ensayos de

supervivencia celular y citotoxicidad en distintas condiciones.

- Tratamiento de cultivos celulares C4-2B, 22RV1 y DU145 para
ensayos de supervivencia celular y citotoxicidad:

Los tratamientos a las células se realizaran como se ha descrito anteriormente.

- Ensayos de citotoxicidad para determinar el porcentaje de
supervivencia celular de 22RV1, DU145 y C4-2B a Docetaxel y
Cabazitaxel:

Las lineas celulares C4-2B, 22RV1 y DU145 fueron cultivadas en placas de 96

pocillos a una densidad de 5000 células por pocillo con medio RPMI
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suplementado con un 2.5% de suero fetal bovino hasta confluencia adecuada.
Luego, las células fueron tratadas por 24 horas con 100 pL de oxLDL en una
concentracion de 25 pug/mL preparado en medio RPMI al 2,5% de SFB, y para el
caso del control, los 100 uL de RPMI fueron suplementados en el volumen
correspondiente con PBS 1X. Posteriormente, los cultivos celulares fueron
tratados con 100 pL de Cabazitaxel y Docetaxel, por separado, en
concentraciones crecientes segun la linea celular y su correspondiente IC50, en
medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 2.5% (tabla
7). Para el caso de los controles, el volumen de droga en el medio RPMI, fue
suplementado con el volumen correspondiente de DMSO. Las células se
mantuvieron en cultivo por 5 dias, incluyendo los dias de tratamientos en donde
se monitored el progreso de la supervivencia celular obteniendo imagenes
mediante el equipo Odissey CLX, LI-COR (Texas, EE. UU.). Por ultimo, al final
del dia 5, las colonias se fijaron a la placa con etanol al 70% (v/v), se incubaron
las placas por 15 minutos a temperatura ambiente, para finalmente tefiir con 40
uL de cristal violeta incubando 5 minutos a temperatura ambiente, y realizando el
lavado correspondiente. La imagen final para el analisis de la supervivencia
celular en cada condicion analizada se obtuvo mediante el equipo Odissey CLX,

LI-COR (Texas, EE. UU.).
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d. Andlisis de expresion de receptores scavenger para oxLDL en bases

de datos publicas.

Para determinar la sobreexpresion de los receptores scavenger relacionados con
la captacion e internalizacion de oxLDL en los distintos estadios del cancer de
prostata, se obtuvieron los datos de expresion de los receptores de interés en
una base de datos publica depositada en el sitio web NCBI, Gene Expression
Omnibus Profile (GEO Profile) para tejido prostatico normal, tumores primarios y
metéstasis de cancer de préstata. Los datos fueron analizados como se describe

en el apartado siguiente.

e. Analisis de datos e imagenes:
Todos los datos obtenidos en los diferentes experimentos fueron graficados y
analizados utilizando el software Graphpad Prism 9.0.2. y las imagenes
correspondientes fueron analizadas mediante el software FIJI ImageJ. Los
analisis estadisticos de los datos se realizaron mediante las pruebas estadisticas
adecuadas para cada caso asumiendo una distribucion no-paramétrica de los

datos y un intervalo de confianza del 95%.
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Tabla 3: Anticuerpos primarios utilizados en identificacion de marcadores de
resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel y activacion de p65-NF-kB y p52-NF-kB

Anticuerpo | Proveedor Cddigo Especie | Tipo Titulo
Anti-MDR1 Santa Cruz | sc-55510 | Mouse monoclonal | 1:500
(D-11) Biotechnology

Anti- TUB B | Santa Cruz | sc-80005 | Mouse Monoclonal | 1:3000
I (2G10) Biotechnology

Anti p65-NF- | Santa  Cruz | sc-8008 Rabbit Monoclonal | 1:2000
kB (F-6) Biotechnology

Anti-p-p65- Cell Signalling | 7F1 Mouse Monoclonal | 1:2000
NF-kB (s536)

Anti p52-NF- | Santa  Cruz | sc-7386 Mouse Monoclonal | 1:2000
kB (C-5) Biotechnology

Anti-GAPDH | Santa Cruz | sc-47724 Mouse Monoclonal | 1:6000
(0411) Biotechnology

Tabla 4: Anticuerpos secundarios utilizados en identificacién de marcadores de
resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel y activacion de p65-NF-kB y p52-NF-kB

Anticuerpo | Proveedor Cddigo Especie | Tipo Titulo

Anti-lgG de | Jackson 715655150 | Donkey | Policlonal | 1:10000
ratbn (H+L) | InmunoResearch
Alexa Fluor® | Laboratories Inc.
790

Anti-lgG de | Jackson 715625150 | Donkey | Policlonal | 1:10000
ratbn (H+L) | InmunoResearch
Alexa Fluor® | Laboratories Inc.
680

Anti-lgG de | Jackson 711625152 | Donkey | Policlonal | 1:10000
conejo (H+L) | InmunoResearch
Alexa Fluor® | Laboratories Inc.
680

Tabla 5: Anticuerpo primario utilizado en inmunocitoquimica para MDR1

Anticuerpo | Proveedor Cddigo Especie | Tipo Titulo

Anti-MDR1 Santa  Cruz | sc-55510 Mouse monoclonal | 1:100
(D-11) Biotechnology
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Tabla 6: Anticuerpo secundario utilizado en inmunocitoquimica para MDR1

Anticuerpo | Proveedor Caddigo Especie | Tipo Titulo
Anti-IgG de | Jackson 715655150 | Donkey | Policlonal | 1:10000
ratbn (H+L) | InmunoResearch

Alexa
Fluor® 790

Laboratories Inc.

Tabla 7: Concentraciones de Docetaxel y Cabazitaxel utilizadas en ensayos de
citotoxicidad en las lineas celulares 22RV1, DU145 y C4-2B para determinar el
porcentaje de viabilidad celular ante estas drogas.

Linea celular Docetaxel (nM) Cabazitaxel (nM)

22RV1 0,1.25,25,5.0,10.0 0, 2.5,5.0,10.0, 20.0
DuU145 0,1.252.5,5.0,10.0,20.0 | O, 2.5, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0
C4-2B 0,1.25,25,5.0,10.0 0, 2.5,5.0,10.0, 20.0
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3. RESULTADOS

a. La oxLDL incrementa los niveles p-p65- NF-kB en modelos celulares
de cancer de proéstata resistente a la castracion 22RV1, C4-2B y

DU145.

Se ha reportado que la via de sefalizacion NF-kB esta relacionada con la
resistencia a la terapia en diversos tipos de cancer, mediando este fenbmeno
a través de la regulacion de genes anti apoptéticos y produccion de citoquinas
proinflamatorias que activan otras vias de sefializacion como JAK/STAT, JNK
entre otras (P. Kroon et al., 2013), junto a la expresion de transportadores de
resistencia a multiples drogas (MDRs). En este sentido, analizamos el efecto
de oxLDL en activacion de la via NF-kB a través del andlisis de expresion de
la forma fosforilada de p65 NF-kB (fosforilacion ser356) en tres lineas
celulares de CRPC (DU145, C4-2B y 22RV1). Los resultados demuestran que
el tratamiento con 50 ug/mL de oxLDL genera un aumento significativo en la
expresion de la forma activa de p65 en 1.3 veces para DU145, 1.697 veces
en C4-2B y 1.265 veces en la linea 22RV1 (Figura 1). Esto sugiere que oxLDL
puede activar la via candnica de NF-kB, pero no se puede descartar la

activacion de la via no canodnica de NF-kB.
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Figura 1: Cuantificacion relativa de la expresion de p-p65 respecto a control sin
tratamiento. Las células CRPC (22RV1, DU145 y C4-2B) fueron tratadas con
oxLDL 50ug/mL por 1 hora para luego analizar la expresién de p-p65 NK-kB
mediante western blot. A) Grafico de la expresion p-p65 en células 22RV1. B)
Gréfico de la expresion de p-p65 en células DU145. B) Grafico de la expresion
de p-p65 en células C4-2B. Las graficas representan la expresion relativa de p-
p65 normalizada por GAPDH respecto al control sin oxLDL (50 ug/mL). Andlisis
de la expresion de p65 y p-p65 mediante Western Blot para las lineas celulares
CRPC 22RV1 (D), DU145 (E) y C4-2B (F). Las intensidades de fluorescencia de
cada banda fueron analizadas con el software Image Studio Lite y se evalué la
significancia estadistica mediante el analisis de t-student (*p<0,05, **p<0,001, ***
p<0,0001) n=3.
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b. La oxLDL activa la via de sefalizacion p52- NF-kB en modelos
celulares de cancer de préstataresistente ala castracion DU145y C4-

2B.

Como se describi6 en el resultado anterior, oxLDL activa la via canénica de NF-
kB mediante la fosforilacion de la subunidad p65, pero no se puede descartar que
la via no candnica de NF-kB pudiese ser activada. Por lo anterior, se analizé la
expresion de la forma activa de la via no canonica de NF-kB, p52, para las lineas
celulares 22RV1, DU145 y C4-2B. Los resultados muestran que oxLDL genera
un aumento en la expresion de p52 en las lineas celulares 22RV1, DU145 y C4-
2B. La sobreexpresion de p52 fue de 1,21, 1,16 y 1,21 veces respectivamente en
comparacion con el control sin tratamiento. Estos resultados sugieren que oxLDL,
al igual que en el caso anterior, es capaz de activar la via no candnica de NF-kB

en las lineas celulares DU145 y C4-2B.
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Figura 2: Cuantificacion relativa de la expresién de p52 respecto a control sin
tratamiento. Las células CRPC (DU145 y C4-2B) fueron tratadas con oxLDL
50ug/mL por 1 hora para luego analizar la expresion de p52 NK-kB mediante
western blot. A) Gréfico de la expresion de p52 en células 22RV1. B) Grafico de
la expresion de p52 en células DU145. C) Grafica de la expresién de p52 en
células C4-2B. Las graficas representan la expresion relativa de p52 normalizada
por GAPDH respecto al control sin oxLDL (50 ug/mL). Andlisis de la expresion de
p52 mediante Western Blot para las lineas celulares CRPC 22RV1 (D), DU145
(E) y C4-2B (F). Las intensidades de fluorescencia de cada banda fueron
analizadas con el software Image Studio Lite y se evaludé la significancia
estadistica mediante el analisis de t-student (*p<0,05, **p<0,001, *** p<0,001),
n=3
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c. La oxLDL induce la expresion del marcador de resistencia MDR1 en

las lineas celulares de CRPC 22RV1, DU145y C4-2B.

Se ha reportado que las proteinas MDR son responsables de la resistencia a
taxanos en diversos tipos de cancer como el cancer de préstata resistente a
la castracion, y la modulacién de su expresién es regulada al alza por la
activacion de la via NF-kB. En base a los resultados reportados anteriormente
en esta tesis nos preguntamos cual es el efecto de oxLDL en la expresion de
MDRL1 en las lineas celulares CRPC 22RV1, DU145 y C4-2B. Por ello, se
analizé mediante western blot la expresion de MDR1 inducida por oxLDL en
las lineas celulares de CRPC 22RV1 DU145 y C4-2B. Los resultados
muestran que oxLDL promueve la sobreexpresion de MDR1 en estas lineas
celulares DU145 y C4-2B. La expresion de este marcador de resistencia
aumenta 1,89 y 1,72 veces respectivamente, en comparacion con el control.
Para la linea 22RV1 la expresion de MDR1 no es significativa con un intervalo
de confianza de p<0,005, pero esta si es significativa para un intervalo de
confianza de p<0,3 en 2,149 veces con respecto al control. Esto nos permiten
sugerir que la sobreexpresiéon de MDRL1 en las lineas celulares analizadas es

estimulada por la accién de la oxLDL a la concentracion analizada.
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Figura 3: Cuantificacion relativa de la expresion de MDR1 respecto a control sin
tratamiento. Las células CRPC (22RV1, DU145 y C4-2B) fueron tratadas con
oxLDL 50ug/mL por 24 horas para luego analizar la expresion de MDR1 por
western blot. A) grafico de la expresion de MDR1 en células 22RV1. B) Grafico
de la expresion de MDR1 en células DU145. C) Grafico de la expresion MDR1 en
células C4-2B. Las graficas representan la expresion relativa de MDR1
normalizada por GAPDH respecto al control sin oxLDL (50 ug/mL). Andlisis de la
expresion de MDR1 mediante Western Blot para las lineas celulares CRPC
22RV1 (D), DU145 (E) y C4-2B (F)Las intensidades de fluorescencia de cada
banda fueron analizadas con el software Image Studio Lite y se evalud la
significancia estadistica mediante el analisis de t-student (*p<0,05, **p<0,001, ***
p<0,001) n=3.
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d. LaoxLDL induce la expresion del marcador de resistencia TUBB3 en

las lineas celulares de CRPC 22RV1, DU145y C4-2B.

Ademas de la expresion de transportadores MDR1, otro de los marcadores
clasicos de resistencia taxanos en el cancer de préstata resistente a castracion,
es la expresidon de una isoforma de B-tubulina, la TUBBS3, la cual no presenta los
dominios de union a taxanos, generando el fracaso de en la terapia con estos
farmacos. Al igual que para los transportadores MDR la via de sefializacion NF-
KB, las vias JAK/STAT vy la via JKN también contribuyen a la expresion de
TUBB3. Se determindé mediante Western Blot la expresion de TUBB3 en las
lineas celulares de CRPC C4-2B, DU145 y 22RV1, tratadas con oxLDL a una
concentracion de 50 pg/mL por 24 horas. Los resultados muestran que oxLDL
genera un aumento significativo en la expresion de TUBB3 para las lineas
celulares 22RV1 y DU145 con un aumento de 2,3 y 1,3 veces respectivamente
en comparacion con el control sin tratamiento. Por otra parte, en la linea celular
C4-2B si bien hay un aumento de TUBB3 en 1,81 veces con respecto al control,
esta no es significativa estadisticamente con un intervalo de confianza de
p<0,005, pero si con un intervalo de confianza de p<0,01. Los resultados
permiten determinar que oxLDL induce la expresion de TUBB3 en las lineas

celulares de CRPC.
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Figura 4: Cuantificacién relativa de la expresion de TUBB3 respecto a control
sin tratamiento. Las células CRPC (22RV1, DU145 y C4-2B) fueron tratadas con
oxLDL 50ug/mL por 24 horas para posteriormente analizar la expresion de
TUBB3 por western blot. A) grafico de la expresion TUBB3 en células 22RV1. B)
Grafico de la expresion de TUBB3 en células DU145. C) Grafico de la expresion
TUBBS3 en células C4-2B. Las graficas representan la expresion relativa de
TUBB3 normalizado por GAPDH respecto al control sin oxLDL (50 ug/mL).
Andlisis de la expresion de TUBB3 mediante Western Blot para las lineas
celulares CRPC 22RV1 (D), DU145 (E) y C4-2B (F)Las intensidades de
fluorescencia de cada banda fueron analizadas con el software Image Studio Lite
y se evaluo la significancia estadistica mediante el analisis de t-student (*p<0,05,
**p<0,001, *** p<0,001), n=3.
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e. MDR1 es expresada en la membrana celular cuando las lineas

celulares 22RV1, DU145 y C4-2B son tratadas con oxLDL.

En la literatura se ha reportado que la proteina de multirresistencia a drogas
MDR1 funciona como una bomba de eflujo de farmacos que se emplean en el
tratamiento del cAncer de prostata resistente a la castracion como los taxanos
Docetaxel y Cabazitaxel. Se analizé la localizacion de MDRL1 en las lineas
celulares 22RV1, DU145 y C4-2B tratadas con oxLDL mediante
inmunocitoquimica y posteriormente se analizo la colocalizaciéon de MDR1 en el

contexto celular mediante el software FIJI de ImageJ.

Los resultados muestran que en las células que fueron tratadas con oxLDL por
24 horas, MDR1 se localiza en la membrana celular, mientras que en el caso de
las células que no fueron tratadas con oxLDL, la mayor parte de la sefal

correspondiente a MDR1, se encuentra en el espacio intracelular.
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Figura 5: Colocalizacion de MDR1 con la membrana celular en las lineas
celulares 22RV1 (A), DU145 (B) y C4-2B (C). Las lineas celulares fueron tratadas
con oxLDL a una concentracion de 50 ug/mL por 24 horas contra control sin
tratamiento. El andlisis de colocalizacion se realiz6 mediante el software FIJI de
ImageJ v 1.53c. Para determinar la posicion de MDR1 dentro de las células se
utilizo el plugin RGB profile, se realizo la sustraccion de background con la
eliminacion de puntos menores a 10 pixeles, ajuste de brillo y contraste a todas

las imagenes con un minimo y maximo de 30/135. Las determinaciones se
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realizaron en regiones aleatorias de la microfotografia. En rojo: citoesqueleto, en
verde: MDRL1.
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f. La sobrevida celular de 22RV1, DU145 y C4-2B frente al tratamiento
con Docetaxel y Cabazitaxel aumenta cuando las lineas celulares son

tratadas previamente con oxLDL.
Los resultados obtenidos hasta este punto muestran que existe una
sobreexpresion de marcadores de resistencia como MDR1 y TUBB3, mediada
posiblemente por la activacion de la via NF-kB canodnica y no canonica en los
modelos celulares de CRPC, y por esto se puede proponer que: la oxLDL genera
un aumento de la sobrevida celular mediado por la activacion de NF-kB y la sobre
expresion de MDR-1 y TUBB3. Se analizé la viabilidad celular en las lineas
22RV1, DU145 y C4-2B tratadas con oxLDL por 24 horas para luego ser tratadas
con concentraciones crecientes de Docetaxel o Cabazitaxel por 72 horas. La
viabilidad celular fue analizada por tincion con cristal violeta. Los resultados
obtenidos muestran el oxLDL genera un aumento en la viabilidad celular en las
lineas celulares 22RV1 para concentraciones de 2,5y 5,0 nM de Docetaxel y 10,0
nM de Cabazitaxel con respecto al control sin tratamiento con oxLDL. Por otra
parte, la viabilidad celular en las células C4-2B aumenta significativamente con
respecto al control sin oxLDL excepto en la concentracion de 1,25 nM de
Docetaxel, mientras que la supervivencia celular aumenta a una concentracion
de 2,5 nM de Cabazitaxel en las condiciones antes mencionadas. En cambio,
para la células DU145 no se observa un aumento significativo de sobrevida
celular con respecto al control para el caso de Docetaxel, al igual que para

Cabazitaxel. Estos resultados permiten sugerir gue oxLDL genera un aumento en
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la sobrevida celular en las lineas celulares 22RV1 y C4-2B que puede estar

mediada por la sobreexpresiéon de MDR1 y B-lll TUB, y la activacion tanto

canodnica como no canonica de la via NF-kB.
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Figura 8: Ensayos de citotoxicidad frente a Docetaxel y Cabazitaxel en lineas
celulares 22RV1 (A), DU145 (B) y C4-2B (C). Las lineas celulares fueron tratadas

con 25 pg/mL de oxLDL por 24 horas, y posteriormente fueron tratadas con

concentraciones crecientes de Docetaxel y Cabazitaxel por 72 horas. Los cultivos

fueron fijados y tefiidos con cristal violeta para obtener las imagenes de punto

final de la viabilidad celular mediante el equipo Odissey CLX, LI-COR (Texas, EE.

UU.). La significancia estadistica de los resultados se analiz6 mediante la prueba
2-way-ANOVA (*p=0,05, **p<0,001, *** p<0,001).
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g. Los receptores scavenger para oxLDL se encuentran aumentados en
tumores primarios de prostata y metastasis en comparacion con el

tejido prostatico normal.

Nuestros resultados demuestran que oxLDL es relevante en la expresion y la
generacion de los mecanismos de resistencia a taxanos en CRPC. Por otra parte,
existen una serie de receptores afines a esta lipoproteina oxidada que podrian
estar mediando los efectos observados en la presente tesis. En este sentido, los
receptores scavenger interaccionan con oxLDL generando la activacion de vias
como NF-kB, STAT, y via de supervivencia celular las cuales estan relacionadas
a la resistencia a multiples drogas. Es por esto, que utilizando base de datos
publicas disponibles en GEO PROFILE se analiz6 la expresion de estos
receptores en la glandula prostatica normal, en tumores primarios de préstata y
en cancer metastasico, para determinar la expresion de receptores scavengers
en diversos estadios del CaP. Los resultados muestran que, el receptor LOX-1y
CD36 aumentan de forma significativa tanto en los tumores primarios de prostata
como cuando ocurre metastasis en comparacion con el tejido prostatico normal,
sin embargo, MSR1 mantiene su expresion en todos los estadios de la
enfermedad al igual que en el tejido de prostata normal. Por otra parte, se
observa que el receptor para lipoproteina de baja densidad nativa, LDLR,
disminuye su expresién en los tumores primarios y metastasis del cancer de

préstata con respecto al tejido prostatico normal.
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Figura 6: Niveles de expresion de receptores scavenger para oxLDL LOX-1 (A),
CD36 (B), MSR1 (C) y LDL nativa, LDLR (D) en distintos estadios del cancer de
prostata. Los datos fueron obtenidos de la base de datos GEO PROFILE NCBI.
Se seleccionaron los receptores scavenger relacionados con la internalizacion de
la oxLDL y LDL nativa. Se analizé la expresion de estos receptores en tejido
normal, en tumores primarios y en metastasis utilizando la base de datos GEO
PROFILE de NCBI, en el conjunto de datos GDS2545. La significancia estadistica
de los datos se determind mediante el software GraphPad Prism v 9.0.2 con el
analisis one-way-ANOVA (**** p<0,0001).
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5. DISCUSION

Actualmente, se conoce que el cancer de prostata a pesar de ser una enfermedad
de lenta progresion presenta una tasa de incidencia que aumenta afio a afio. El
diagnéstico y el tratamiento del cancer de prostata dependen de la etapa en la
que se encuentre la enfermedad, en donde los estadios avanzados de la
enfermedad son tratados con castracién quimica, debido a la relevancia de los
androgenos en la progresion del CaP. Cuando el CaP avanza a pesar de haber
recibido tratamiento previo, se genera un cancer de prostata resistente a
androgenos, conocido como cancer de prostata resistente a castracion. EI CRPC
es tratado principalmente con antagonistas del receptor de andrdégenos,
inhibidores de la sintesis de andrégenos o con taxanos como Docetaxel o
Cabazitaxel. Lamentablemente, muchas de estas terapias generan resistencia en
un corto periodo de tiempo luego de ser iniciadas, por lo cual el estudio de este
fendmeno es de una relevancia sustancial en el tratamiento del CRPC. En
particular la presente tesis se enfocd en la resistencia a taxanos. Nuestros
resultados demuestran que oxLDL activa la via candnica y no candnica de NF-
kKB aumentando la expresidbn de marcadores de resistencia a Docetaxel y
Cabazitaxel, generando como consecuencia funcional un aumento en la

sobrevida de las células CRPC a los taxanos.
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a. La oxLDL activa la via de sefializacion NF-kB mediante p65 en
modelos celulares de cancer de prostata resistente a la castracion

22RV1, C4-2B y DU145.

Nuestros resultados mostraron que oxLDL induce la fosforilacion activadora
de la subunidad NF-kB-p65 en las lineas celulares 22RV1, DU145 y C4-2B.
La via de sefalizacién NF-kB es una via se sefializacion que esta relacionada
con la regulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa (Hayden et al.,
2006), la muerte celular programada, como también funciones fisiolégicas de
varios sistemas celulares como el sistema hepatico, epidérmico y nervioso.
La regulacion inadecuada de la muerte celular via NF-kB trae consecuencias
patolégicas que dan resultado enfermedades como la aterosclerosis y el
cancer, donde su actividad erratica impide, entre muchas otras cosas, la

eficacia de las terapias contra la patologia. (Dutta et al., 2006).

La evidencia existente para otras patologias como la aterosclerosis ha
mostrado que oxLDL es capaz de activar la via NF-kB. Un ejemplo de ello es
que oxLDL, al unirse al receptor scavenger LOX-1 es capaz de activar la via
de sefalizacion NF-kB en células endoteliales, disminuye la produccién de
NO, lo que conduce a la activacion de un proceso inflamatorio mediante esta
via de sefalizacion, con la consiguiente transformacion celular. También,
oxLDL y LOX-1 mediante la activacion de la via NF-kB, estimulan la

produccion de moléculas de adhesion como VCAM-1, MCP-1. Son estas
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mismas moléculas las que regulan al alza la expresion del receptor y la
captacion ciclica de oxLDL con los consecuentes efectos patolégicos. (Kattoor

et al., 2019)

Varias lineas de evidencia sugieren que los miembros de la familia NF-kB
estan involucrados también en el crecimiento tumoral y metéastasis, y
especificamente los genes para c-rel, NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65)
y Bcl-3 estan ubicados en sitios de reordenamientos gendémicos en el cancer,
(Mercurio & Manning, 1999) y apoyados en esta evidencia es de esperar que
en el cancer de prostata también ocurra una activacién de la via NF-kB con

consecuencias patolégicas. De hecho, se sabe que, en los procesos de

resistencia a la castracion en el cancer de préstata, la via de sefializacion NF-
KB p65 esta constitutivamente activa e involucrada en el desarrollo y
progresibn de esta etapa del CaP (Chandrasekar et al., 2015a).
Interesantemente, los genes de NF-kB que se encuentran en mayor
proporcién en la célula, son p65 y p50, y estos se han relacionado
especificamente con los procesos de supervivencia celular, invasion y

metastasis en cancer (Jain et al., 2012).

Otras evidencias que respaldan los resultados obtenidos muestran que este
fendbmeno no es exclusivo de un tipo de cancer y que se ha observado por
ejemplo un aumento en la inmunotincion de NF-kB, y de la actividad de p65-

p50 asociados con la progresion en carcinomas del cuello uterino (Nair et al.,
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2003.), una mayor translocacién nuclear de RelA en células de carcinomas
gastricos en comparacion con las células normales, como también se han
encontrado proteinas IkBa defectuosas en tumores de mama, colon, ovario,

pancreas, vejiga, melanoma y prostata (Rayet et al., 1999.)

Especificamente en el CaP, investigadores demostraron que la fosforilacion
activadora de p65 analizada en este trabajo, la ser536, esta presente en la
mayoria de los casos de cancer de pristata. En ese estudio, se generaron
mutantes de p65 no fosforilables en ser536 (S536A) y mutantes activos
fosfomiméticos de p65 ser536 para realizar las comparaciones, en donde se
obtuvo que NF-kB p65 ser536 aumenta en CaP fendmenos de invasion
celular y transformacién de células PTN1, una linea celular de prostata normal

inmortalizada, en fenotipos cancerosos de préstata (L. Zhang et al., 2015).

En cuanto a los efectos que ejerce la activacion de NF-kB en la eficacia a la
terapia, investigadores han demostrado con anterioridad que, en lineas
celulares de cancer de préstata como DU145 y 22RV1, hay un aumento de la
resistencia a Docetaxel por activacion de NF-kB, mediante la sobreexpresion
de la proteina de resistencia a multidrogas, MDR1 (O’Neill et al., 2011), lo que
respalda el posterior analisis de la sobreexpresion de esta proteina en las
lineas celulares trabajadas para establecer si ambos factores se pueden

relacionar, por ejemplo, con fendbmenos de resistencia.
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Por lo anterior, y en base a nuestros resultados, postulamos que la oxLDL es
capaz de aumentar la expresion de p-p65 en lineas celulares de cancer de
préstata, y que esta activacion podria estar involucrada en procesos
patolégicos como el aumento de la supervivencia celular y resistencia al

tratamiento en CRPC.

b. La oxLDL activa la via de sefializacion p52- NF-kB en modelos
celulares de cancer de prostata resistente a la castracién 22RV1, C4-

2B y DU145

Nuestros resultados muestran que existe una sobreexpresion de p52 en las
lineas celulares 22RV1, DU145 y C4-2B cuando estas lineas celulares son
tratadas con oxLDL. La via no candnica de NF-kB se ha visto involucrada en
diversos procesos fisioldgicos como la organogénesis y la inmunidad humoral,
pero también se ha visto aumentada en procesos patolégicos como los
linfomas de células T y B, el caAncer de mama (Dejardin et al., 1998) y también
en el cancer de prostata (Nadiminty et al., 2010). Recientemente, la via NF-
kKB p100/p52 ha sido de interés en la investigacién del CaP, ya que podria
considerarse como un posible blanco terapéutico, al igual que la via canonica
de NF-kB, p65. Con respecto a lo anterior, el procesamiento de p100 a p52 a
través de moléculas como la Linfotoxina 8, el factor activador de células B, el
ligando CD40 y STAT3 en el cancer de prostata, conducen a una hiperplasia

significativa y un crecimiento inducido de la enfermedad resistente a la
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castracion en donde se observé que p52 puede activar AR durante la
progresion de CRPC (Chandrasekar et al., 2015a) lo que sugiere que la via
NF-kB p52 cumple un rol en la progresion y desarrollo de estadios avanzados
de la enfermedad. Por otra parte, otros investigadores demostraron que NF-
KB p52 efectivamente se encontraba sobreexpresado en tejidos de pacientes
con cancer de prostata agresivo y se relacionaba con un mal pronéstico de la
enfermedad. También, se ha observado que NF-kB p52 se transloca al nucleo
en lineas celulares de cancer de prostata a diferencia del tejido normal, lo que
sugiere su activacion en cancer y que con ello se genera la trascripcion de
genes diana involucrados en diversos procesos patologicos de la enfermedad
(Lessard et al., 2005). Por otra parte, se ha observado que NF-kB p52 se ha
relacionado con la generacién de resistencia a farmacos anti androgénicos en
lineas celulares de cancer de prostata resistente a la castracion (Nadiminty et
al., 2013). Con respecto a esto, investigadores han demostrado que existe
una alta expresion de NF-kB p52 en las lineas celulares de CaP LNCaP, C4-
2B y CWR22RV1 lo que generaria resistencia a enzalutamida por aumento
de variantes de empalme del receptor de andrégenos. También, se observo
que la disminucion de la expresion de p52 en estas células, disminuye
considerablemente la expresion de las variantes de empalme de AR, lo que
reafirma el papel de p52 en la resistencia a farmacos en estas lineas
(Nadiminty et al.,, 2013). Aparte, se observGO que cuando se inhibia la

expresion de p52 en estas células, aumentaba la sensibilidad al farmaco con
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respecto a los controles que expresaban p52. En concordancia con estos
resultados previos, y con los resultados obtenidos por nuestra investigacion,
podemos postular que oxLDL es capaz de aumentar la expresion de NF-kB
p52 en las lineas celulares 22RV1, DU145 y C4-2B. Creemos en base a esto
que, al igual que lo expuesto en el resultado anterior, este fendbmeno podria

estar involucrado en la generacién de resistencia a taxanos en CRPC.

c. La oxLDL induce la expresion del marcador de resistencia MDR1 en

las lineas celulares de CRPC C4-2B, DU145y 22RV1.

El andlisis de expresion de la proteina de resistencia a multiples drogas (MDR1)
ha mostrado que existe un aumento de la expresién de MDRL1 en las lineas

celulares de cancer de prostata 22RV1, DU145 y C4-2B.

La farmacorresistencia puede darse tanto de forma intrinseca, es decir, antes de
cualquier tratamiento, o adquirida, desarrollandose después de la respuesta
inicial al tratamiento (Turner & Reis-Filho, 2012). La multirresistencia a drogas se
ha convertido en uno de los principales problemas para el éxito de la terapia
contra el céancer, y en este contexto es que se han identificado diversos
mecanismos involucrados en este fendmeno. Se ha determinado que el
mecanismo predominante de la quimiorresistencia esta dado por el aumento en
el flujo de salida de las drogas en las células cancerigenas. Esto esta dado por

la accién de la glicoproteina P, también llamada P-gp, ABCB1 o MDR1 (H. Zhang
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et al., 2021). MDR1 es un transportador dependiente de ATP y cataliza la

translocacion de numerosos medicamentos contra el cancer, incluidos los
taxanos. (Jones & George, 2004). Fisiolégicamente, MDR1 se expresa en

diversos tejidos tales como el intestino, el colon, la placenta, el higado y la barrera
hematoencefélica, en donde cumple un rol protector al evitar que moléculas
xenobidticas se acumulen en érganos sensibles como estos. También, se han
descrito funciones secretoras para MDR1 ya que esta relacionada con la
liberacién de hormonas esteroidales y corticoides. (Bossennec et al., 2018), sin
embargo, también se conoce que MDR1 es responsable de fendmenos de

resistencia en la terapia del cancer.

La sobreexpresion de MDR1 se ha observado en diversos tipos de cancer. En
lineas celulares de carcinoma de mama resistente a la Doxorrubicina hay una
sobreexpresion de la proteina, e interesantemente, el aumento de la expresion
es dependiente de la regulaciéon al alza de la sefializacion de NF-kB, lo que
contribuye a la resistencia a estos farmacos.(Feng et al., 2021). También, se ha
observado la sobreexpresion de MDR1 en el cancer de mama triple negativo,
asociandose a este hallazgo la resistencia a farmacos y a la propagacion

metastasica del cancer (Nedeljkovi¢ et al., 2021).

En el cancer de pulmén de células no pequefias, se ha demostrado que MDR1
esta altamente expresado tanto en lineas celulares como en tejidos de pacientes

con la enfermedad, y ello esta involucrado en la regulacion del crecimiento celular
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y la apoptosis. También, se asoci6 a esto la resistencia al cisplatino presentada

en los pacientes tratados con esta droga para la enfermedad. (Tian et al., 2020).

Con respecto al CaP, algunos estudios han demostrado previamente que en
lineas celulares de cancer de préstata DU145 y C4-2B, la sobreexpresion de
MDR1 confiere resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel, e incluso, que otros genes
adicionales encontrados en el “amplicon” MDR1 podrian contribuir a la resistencia
potenciando este efecto junto a MDR1 (Lombard et al., 2021). Resulta interesante
investigar si en estas lineas celulares estos genes también son sobre expresados

cuando las células son tratadas con oxLDL.

Por otra parte, investigadores han demostrado que la via NF-kB est& relacionada
también con la sobreexpresion de MDR1 en células de cancer de pulmoén, en
donde se demostro que el tratamiento con hespertina sensibiliza a las células de
cancer de pulmaén al cisplatino por la disminucién de la expresion de NF-kB p-65
y su traslocacion nuclear, con la consiguiente disminucién de la expresién de
MDR1 (Kong et al.,, 2020). Esto respalda a nuestros resultados, en donde
pudimos ver un aumento de la expresion de MDR1 en las lineas celulares
trabajadas y que podria relacionarse con un aumento en la expresion de NF-kB

p65.

60



d. LaoxLDL induce la expresién del marcador de resistencia TUBB3

en las lineas celulares de CRPC 22RV1, DU145y C4-2B.

Nuestros resultados demuestran que la oxLDL promueve la sobreexpresion de la
isoforma TUBB3 en las lineas celulares 22RV1, DU145 y C4-2B comparados con

el control sin tratamiento.

Los microtubulos son estructuras del citoesqueleto que cumplen un papel
importante es diversos eventos celulares y son esenciales en el proceso de
division celular, por lo que son un blanco de tratamiento atractivo para el disefio
de farmacos contra el cancer (Kavallaris, 2010a). La isoforma de B-tubulina, la
TUBBS3, se encuentra principalmente en neuronas y células testiculares de
Sertoli, sin embargo, se han encontrado también niveles elevados en varios tipos
de tumores en comparacion con el tejido normal, esto asociado con una
enfermedad agresiva e invasiva y resistente a drogas (Kavallaris, 2010a). Por
ejemplo, en el cancer de endometrio se ha demostrado que existe la expresion
de TUBBS, debido a la disminucién de la expresion del micro ARN miR-200c,
quién es un regulador negativo de su expresion. Sin embargo, cuando se restaura
la expresion de miR-200c, los niveles de TUBB3 descienden y la sensibilidad a
los agentes quimioterapéuticos de union a tubulina recobran su accion citotoxica
(Cochrane et al., 2009). Investigaciones han demostrado que, en melanoma, la
sobreexpresion de TUBB3 en lineas celulares de la enfermedad genera

resistencia Docetaxel, y el efecto citotdéxico del farmaco se ha recuperado cuando
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se silencié el gen de TUBBS3, disminuyendo su expresion. Lo anterior sugiere que,
para generar la resistencia en estas ceélulas, es necesaria una mayor
incorporacion de TUBB3 en la red microtubular en células de melanoma
resistentes a Docetaxel (Mhaidat et al., 2008), En sus analisis también
demostraron que en las lineas celulares resistentes a Docetaxel, el porcentaje de
B-tubulina polimerizada era mucho menor, dando a entender la alta expresiéon de
la isoforma TUBB3 en las células cancerigenas, lo que esta implicado en la
resistencia a drogas por pérdida del sitio de union del farmaco a la 8 tubulina.
(Mhaidat et al., 2008). En el cancer de ovario, se ha observado resistencia a
Paclitaxel inducida por la sobreexpresion de la isoforma TUBB3 en el
adenocarcinoma de tipo seroso de ovarios, mas no en el cancer de cuello uterino.
(Kavallaris, 2010b). Con respecto al cancer urotelial también se ha observado un
aumento en la expresion de TUBB3, y esto se relaciona directamente con un mal
pronéstico de la enfermedad debido a la recurrencia de la patologia (Massari et
al., 2015). También, se ha visto que en tumores cerebrales como el glioblastoma
se encuentra sobreexpresado TUBB3 de forma aberrante en todos los grados de

la enfermedad (Katsetos et al., 2009).

En base a estos datos, se propone que la sobreexpresion de la proteina en
numerosos tipos de cancer, podria también ser objeto de estudio como un

biomarcador del tipo, severidad y recurrencia de la patologia.
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En el cancer de prostata ya se han reportado datos sobre la expresion de TUBB3.
Se sabe que en lineas celulares de cancer de prostata resistentes a Paclitaxel
(Ranganathan et al., 1998) y Docetaxel (Ploussard et al.,, 2010) existe una
regulacion al alza de TUBB3. También se ha asociado la sobreexpresion de
TUBB3 con un alto puntaje de Gleason y un pobre pronéstico de la enfermedad
por aumento de la recurrencia de la patologia del CaP resistente a Docetaxel.

(Ploussard et al., 2010).

Con respecto a las vias de sefializacion o la forma en que se sobreexpresa
TUBB3 no se conoce mucho. Analisis en lineas celulares de cancer de ovario
han demostrado la participacion de dos proteinas en la sobreexpresion de
TUBB3: GBP1, que es capaz de activar la funcion pro-supervivencia de forma
dependiente de TUBB3, y GNAI1, una proteina inhibitoria de GBP1. Se ha
observado que en lineas celulares de cancer de ovarios existe un aumento de
GBP1 mientras que GNAI1 presenta niveles bajos de expresion (de Donato et al.,
2012). También, se sabe que la sobreexpresion de TUBB3 esta dada como una
forma de supervivencia al microambiente tumoral, en donde existen numerosos
eventos de estrés como la hipoxia y el bajo suministro de nutrientes, por lo que
las vias de sefalizacion que se activan en estas condiciones contribuirian a la

generacion de resistencia mediada por TUBB3 (Raspaglio et al., 2010).

En cancer de préstata, se conoce que algunos de los tratamientos, como el

Docetaxel, por si mismo es capaz de activar vias de sefalizacion de
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supervivencia como JNK, STAT 1, STAT 3, NF-kB (Magadoux et al., 2014), pero
Nno se conoce si estas vias también son activadas por estimulos externos como,
por ejemplo, la oxLDL y estan relacionadas con la resistencia a taxanos
dependiente de la expresion de TUBB3. El conocer que el microambiente tumoral
activa vias de supervivencia como las mencionadas anteriormente nos hace
suponer que, oxLDL al contribuir como un agente de estrés en este contexto,
podria inducir la sobreexpresion de TUBB3 aumentando la resistencia a la

terapia.

Con respecto a lo ultimo, cabe mencionar que, en analisis in silico del promotor
de TUBB3 se demostr6 que este posee un sitio de unién del factor de
transcripcion NF-kB, lo que podria relacionar a la activacion de la via de
sefalizacion con la sobreexpresion de TUBB3 en el cancer (Dennis et al., 2002).
Coincidentemente, nuestros resultados han mostrado un aumento en la
expresion de ambos factores, lo que nos permite postular que oxLDL, a través de
la activacion de la via NF-kB aumenta la expresion de TUBB3 en las lineas

celulares de cancer de préstata 22RV1, DU145 y C4-2B.

e. MDR1 es expresado en la membrana cuando las lineas celulares

22RV1, C4-2B y DU145 son tratadas con oxLDL.

Como se ha mencionado anteriormente en el punto 3, el eflujo de drogas a través
de MDRL1 se conoce como uno de los principales mecanismos involucrados en la

generacion de resistencia a drogas tanto en el cAncer como en otras patologias.
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Se ha observado que MDR1 influye en la respuesta a las drogas
anticancerigenas, inhibidores de proteasas para el tratamiento del VIH, agentes
antimicrobianos, esteroides, drogas cardiacas, antihistaminicos, opioides
inmunosupresores, entre otros (Bossennec et al., 2018), lo que convierte a esta

proteina en un blanco de interés en el tratamiento del cancer.

Uno de los factores que es capaz de inducir la expresion de MDR1 en el contexto
del cancer es la hipoxia a través del factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a). Este
factor es capaz de unirse al promotor de ABCB1 y es capaz de activar la
transcripcion del gen (Comerford et al., 2004). Los niveles de glucosay el estrés
oxidativo son otros de los factores que promueven la expresion de MDR1
(Bossennec et al., 2018). Considerando que los experimentos fueron realizados
en lineas celulares de cancer de préstata resistente a la castracion, alguno de
estos factores podria estar también involucrado en la sobreexpresion del
transportador. Con respecto al estrés oxidativo y la activacion de NF-kB inducida
por este efecto, seria interesante complementar nuestros hallazgos analizando si
oxLDL, que se ha reportado es un generador de estrés oxidativo en estas lineas
celulares, como ha reportado nuestro grupo de investigacion anteriormente,
puede estar activando la expresion de MDR1 en respuesta al estrés oxidativo

celular que este puede causar.

Por otra parte, las caracterizaciones estructurales y funcionales de MDR1

sugieren que la funcionalidad de MDR1 es dependiente de las proteinas kinasas
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A (Woijtal et al., 2006) y proteina kinasa C (Chambers et al., 1994). También se
ha visto que la localizacidon preferencial de MDR1 es en la membrana apical de
la célula, especificamente en balsas lipidicas de las membrana plasmatica.
También el colesterol es importante en la funcionalidad de MDR1 en la membrana
y se ha observado que, si este disminuye, la capacidad de eflujo de MDR1 se ve

reducida (Troost et al., 2004a).

Resulta interesante observar en los resultados obtenidos que la co-localizacion
receptor-membrana si bien es observada, esta solo ocurre en regiones
perimetrales de las células. Considerando que oxLDL es capaz de inducir la
sobreexpresion de MDR1, pero no se ha reportado su funcion en la translocacion
de MDR1 a la membrana, nuestros resultados no nos permiten determinar
exactamente si existe una expresion hacia las regiones apicales de la célula
como se ha reportado, ya que las imagenes obtenidas mediante microscopia de
epifluorescencia no permiten la determinacion de estos detalles. Para ello, es
necesario realizar mediante microscopia confocal un analisis de z-stack que nos
permitiria analizar si efectivamente existe una expresion de receptores ante el

estimulo producido por oxLDL.

También es interesante conocer el efecto sinérgico entre oxLDL y los taxanos
Docetaxel y Cabazitaxel aumentan aun mas la expresion de MDR1 en la
membrana, ya que se ha reportado que estas moléculas son capaces de activar

por si solos vias de supervivencia celular (Magadoux et al., 2014) que podrian
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estar involucradas en la resistencia a drogas y dilucidar si una mayor localizacion
del receptor en la membrana para el eflujo de drogas puede estar mediado en
mayor medida por ellas. También seria interesante conocer el efecto que tiene
oxLDL en la funcionalidad de MDR1, considerando que el colesterol se ha
asociado con la eficiencia en la eflujo de drogas por parte del transportador
(Troost et al., 2004b). Debido a que la oxLDL es una lipoproteina modificada a
nivel de colesterol y a nivel proteico, esto podria conceder determinadas

caracteristicas en este contexto.

f. La oxLDL aumenta la sobrevida celular de 22RV1, DU145 y C4-2B

cuando las lineas celulares son tratadas con Docetaxel y Cabazitaxel.

Nuestros resultados muestran que la oxLDL aumenta la sobrevida celular de
22RV1 y C4-2B frente a los tratamientos con Docetaxel y Cabazitaxel, no asi en

la linea celular DU145.

Docetaxel es un taxano de segunda generacién utilizado en el tratamiento del
cancer de préstata resistente a la castracidon. Aunque los pacientes en
tratamiento con el farmaco presentan una respuesta favorable al inicio de la
terapia, esta se ve limitada a un periodo corto de tiempo (Chandrasekar et al.,
2015a), generando lo que se conoce como un cancer de prostata resistente a la
castracién resistente a Docetaxel. En respuesta a este problema es que se
aprueba en el afio 2010 el farmaco Cabazitaxel, que es un derivado semi sintético

de Docetaxel, con el que se trata el CRPC resistente a Docetaxel (Hongo et al.,
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2018). Lamentablemente, los pacientes tratados con Cabazitaxel generaran
resistencia a esta droga transcurrido un tiempo de iniciada la terapia. Es por esto
por lo que es importante el estudio de la resistencia a taxanos en el tratamiento
en el CRPC y conocer cuéles son los factores que influyen o son mediadores de

este fendbmeno.

Los mecanismos descritos para la resistencia a taxanos en el cancer de prostata
resistente a la castracion son numerosos. Se conoce que la transiciéon epitelio-
mesenquimal (ETM); la produccion de citoquinas proinflamatorias y la
inflamacion, la expresibn de las variantes de empalme del receptor de
androgenos, el fenotipo de multirresistencia a drogas (MDR); y las alteraciones
en la B-tubulina, como la expresion de la isoforma TUBB3, son los principales

mecanismos asociados a este fenémeno (Galletti et al., 2017).

Nuestros resultados muestran que en las lineas celulares de CRPC, DU145,
22RV1y C4-2B, la oxLDL genera una respuesta al alza en la expresion de TUBB3
y MDR1, posiblemente regulada por la activacion de la via NF-kB, por lo que es
posible proponer que estos mecanismos son los que podrian determinar la
resistencia observada en los estudios de citotoxicidad en las lineas celulares de
CRPC tratadas con oxLDL y taxanos. Sin embargo, esta hipotesis podria
responder a lo observado en las lineas celulares C4-2B y 22RV1, mas no a lo
que se observo para DU145 en donde si bien la expresion de TUBB3 y MDR1

estan incrementados, no se observan cambios significativos en la sobrevida de
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esta linea celular. Con respecto a esto, planteamos que, en la resistencia a
taxanos inducida por oxLDL en esta linea celular, puede también estar
involucrada la expresion del receptor de androgenos (AR) o alguna de sus
variantes, ya que resulta interesante observar que en las células que expresan
AR (22RV1y C4-2B) (Spans et al., 2014; Sramkoski et al., 1999) se observa un
aumento significativo en la sobrevida celular, mientras que para DU145, que no

expresa este receptor, los efectos no se observaron de manera significativa.

La resistencia a los farmacos anti androgénicos por accién del receptor de
androgenos ha sido bien documentada, sin embargo, AR no solamente esta
involucrado en la resistencia a estos antagonistas del receptor de andrégenos,
sino que recientemente se ha visto que es capaz de influir en la respuesta de las
células de cancer de prostata a los taxanos. Ya que Docetaxel y Cabazitaxel son
capaces de inhibir la sefalizacion del receptor de andrégenos impidiendo su
traslocacién al nucleo, se refuerza la hipotesis de la importancia del receptor de
androgenos en la resistencia a taxanos mediada por la sobreexpresion de genes

de sobrevida a través de AR (Ciccarese et al., 2016).

Las variantes de AR son isoformas del receptor que carecen del dominio de unién
a ligando, son constitutivamente activos y son capaces de promover la
transcripcion de genes diana, en especial los genes de sobrevida en CRPC
(Antonarakis et al., 2015). Se ha reportado en algunos estudios que el transporte

nuclear del receptor de androégenos mediado por microtubulos no es la Unica via
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de traslocacion del receptor al nucleo, y que existen vias adicionales que operan
en ausencia de la region bisagra de AR, como en el caso de ARv7, una variante

de empalme de AR (Thadani-Mulero et al., 2014)

Por otra parte, se ha observado que el receptor de andrégenos es capaz de
activar la via de sefalizacion NF-kB en el contexto del CaP. De hecho, un estudio
reportd que la activacion de la via NF-kB y la consecuente activacion de AR-v7
estan asociados con el aumento de la severidad de la enfermedad y con la
resistencia a inhibidores de la a-5-reductasa en la hiperplasia prostatica benigna
(Austin et al., 2016). También, se ha reportado que AR-V7 genera resistencia a
enzalutamida por activacion de la via no canonica de NF-kB p52 (Nadiminty et
al., 2013). En base a que no hay expresiéon de AR ni de sus variantes en las
células DU145 (Giatromanolaki et al., 2019), postulamos que no hay un aumento
significativo en la sobrevida de estas células cuando son tratadas con oxLDL y
taxanos, lo puede deberse a la ausencia de AR, y que, en el caso de las otras
lineas celulares, este receptor esté ejerciendo un efecto mediado por oxLDL en
la sobrevida celular. Resultaria interesante analizar el efecto del silenciamiento
de AR en C4-2B y 22RV1 para observar la consecuencia de esta modificacion en
la respuesta a Docetaxel y Cabazitaxel y si puede establecerse que sea un
participante importante en la respuesta a taxanos en co-tratamientos con oxLDL
en conjunto con los demas factores generadores de resistencia descritos en esta

tesis. En los resultados anteriores de nuestro laboratorio se ha demostrado que
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oxLDL induce la expresion y funcion de AR, por lo que la hipotesis anteriormente

planteada puede ser sustentadas (Duprat, 2021).

g. Los receptores scavenger para oxLDL LOX-1y CD36 se encuentran
aumentados en tumores primarios de préostata y metastasis en

comparacién con el tejido prostatico normal.

En corolario, con todos los resultados obtenidos durante esta tesis podemos
sugerir que oxLDL es capaz de aumentar la sobrevida celular en las lineas de
cancer de prostata 22RV1, DU145 y C4-2B, a través de la activacion de la via
NF-kB, la que posiblemente media la sobreexpresion observada de MDR1 y
TUBBS. Debido a esto, utilizando la base de dato publica GEO PROFILE se
analiz6 cuales podrian ser los receptores involucrados en los efectos que genera

la oxLDL en células CRPC.

En este contexto, los receptores scavenger se definen como proteinas integrales
de membrana presentes en la superficie celular, cuya funcion es promover la
eliminacién de sustancias nocivas, por lo que son capaces de interaccionar con
diversos ligandos (Cuthbert et al., 2020). Se ha documentado que CD36 (Xu et
al., 2021), MSR1 (Dai et al., 2013) y LOX-1 (Balzan & Lubrano, 2018b) pueden
interaccionar con oxLDL. En este contexto es que evaluamos la expresién de
estos receptores de lipoproteina de baja densidad oxidada en distintos estadios

del CaP, y los comparamos con el receptor de LDL nativa, LDLR (Mineo, 2020).
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Nuestros resultados muestran que existe un aumento significativo en la expresion
de los receptores CD36 y LOX-1 tanto en los tumores primarios como en
metastasis, comparandolos con el tejido prostatico normal. En este mismo
contexto, MSR1 mantuvo su expresion en los diversos estadios del CaP
analizados, por lo que probablemente este receptor no esta contribuyendo a los
efectos de resistencia observados. Para el receptor de LDL nativa, LDLR, resulta
interesante que mientras aumenta la expresion del receptor LOX-1 y CD36, los
cuales endocitan lipoproteinas de baja densidad desde minimamente oxidadas
hasta totalmente oxidadas, la expresion de LDLR disminuye. Se conoce que
LDLR no es afin con oxLDL debido a las modificaciones estructurales que sufre
esta Ultima (Yoshida & Kisugi, 2010) lo que implicaria que este receptor no
participa en la resistencia observada en los resultados de esta tesis. De igual
manera, se ha reportado que el microambiente tumoral es altamente oxidante,
por lo cual la integridad de las lipoproteinas puede verse afectada previo a la
interaccidn con sus receptores, y esto implica que su endocitosis podria estar

mediada por receptores scavenger.

Con respecto a CD36, los resultados concuerdan con lo que se ha reportado con
anterioridad. En células epidérmicas tumorales de cancer de ovario, cancer
gastrico, glioblastomas y en carcinoma oral de células escamosas se ha
registrado una regulacién al alza de este receptor. Por otra parte, se sabe que el
promotor del gen de CD36 posee elementos de respuesta al receptor activado
por proliferacion de peroxisomas (PPAR), por lo que ligandos de PPARY, como
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la oxLDL promueven la transcripcion del mRNA de CD36 (J. Wang & Li, 2019).

Se ha observado también que oxLDL, al ser captada por CD36, es capaz de
activar PPAR a través de las vias de proteina kinasa C, proteina kinasa B y
proteina quinasa activada por mitégenos p38 (MAPK), generando una mejora en

la captacion de oxLDL y con ello mejorar la expresion del receptor (J. Wang & Li,
2019). En cancer géstrico se ha observado que CD36 es regulado al alza por

accion de los 4cidos grasos mediante la activacion de la via NF-kB (Jiang et al.,
2019), y en el contexto cardiovascular se ha visto que CD36 es regulado al alza
por altos niveles de glucosa sanguinea con la consiguiente activacion de NF-kB
y el aumento de la inflamacién (Han et al., 2021). Como se ha mostrado en estas
investigaciones, existe una relacion entre CD36 y la via de sefalizacion NF-kB,
lo que nos permite sugerir que éste podria ser uno de los receptores que esta
interaccionando con oxLDL y generando los efectos observados en nuestros
resultados mediados por la activaciéon de NF-kB. Resultaria interesante analizar
la expresion de este receptor en las lineas celulares 22RV1, DU145 y C4-2B para
poder compararlos con los obtenidos desde los datos de bases de datos publicos
y reafirmar nuestra hipétesis. También, seria de gran interés conocer el efecto
del silenciamiento del receptor CD36 en las lineas celulares para observar la
expresion de marcadores de resistencia a taxanos como TUBB3 y MDR1 y si la
sobrevida celular es disminuida por accion de la regulacién a la baja del receptor.

Estos resultados nos permitirian obtener fundamentos para afirmar que los
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efectos en la sobrevida celular estan dados por la interaccion CD36, oxLDL y NF-

KB.

Por otra parte, el receptor LOX-1 esta sobre expresada tanto en tumores
primarios de prostata como en etapas de metéstasis. Este receptor ha sido objeto
de estudio en nuestro grupo de trabajo, y se ha observado en primer lugar, que
existe una sobreexpresion de LOX-1 en los adenocarcinomas prostéticos y que
esto se relaciona directamente con un alto puntaje de Gleason en el CaP
(Gonzélez-Chavarria et al., 2018). También se demostr6 que oxLDL, al
interaccionar con LOX-1 es capaz de aumentar la expresion de marcadores pro
angiogénicos en células C4-2, (Gonzalez-Chavarria et al., 2014), y que la
interaccion oxLDL/LOX-1 promueve la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) en
lineas celulares de cancer de prostata LNCaP, C4-2 y DU145 determinado por el
aumento de vimentina como marcador de EMT (Gonzéalez-Chavarria et al., 2018).
También se ha podido determinar que oxLDL y LOX-1 pueden aumentar la
expresion de la variante de empalme del receptor de andrégenos, AR-V7, que
oxLDL al interaccionar con LOX-1 puede inducir resistencia a enzalutamida en
células C4-2B, y que oxLDL al interaccionar con LOX-1 es capaz de activar la via
de sefializacién NF-kB p65 en la linea celular C4-2B y que el silenciamiento del
receptor disminuye la expresion de p65 en estas mismas células (Duprat et al.,

2021).
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Aparte de los resultados expuestos anteriormente, se ha reportado en la literatura
el eje de sinergia presente entre oxLDL, LOX-1 y la via de sefalizacion NF-kB
tanto en el cancer como en otras patologias. Por ejemplo, se ha observado que,
aungque LOX-1 se regula principalmente por ox-LDL, también lo hace por accién
de citocinas proinflamatorias, angiotensina Il y endotelina. También se ha
demostrado que la unién de oxLDL a LOX-1 aumenta la formacién de especies
reactivas del oxigeno, disminuye la liberacién de 6xido nitrico, lo que genera la
activacion de la cascada PI3K/AKT/GSK3pB y esta via a su vez resulta en el
desencadenamiento de factores de transcripcion de NF-kB. También se pueden
generar, en este contexto, la expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-6,
IL-8 e IL-1B, aumentar la activacion de vias de hipoxia, la transicion epitelio
mesenquimal y, en un proceso ciclico, aumentar la expresion del receptor y la
consecuente activacion de la via de sefializacion (Murdocca et al., 2021).
Finalmente, se ha demostrado que oxLDL es capaz de inducir la sobreexpresion
de VEGF y angiogénesis, lo que esta dado por la activacion de la via de

sefalizacion NF-kB a través de LOX-1 (Caiqi et al., 2019).

En base a toda la evidencia expuesta en la literatura, los resultados que se han
obtenido en los experimentos de esta tesis y los obtenidos previamente por
nuestro grupo de investigacion, es que postulamos que los efectos en la
supervivencia celular con la consiguiente resistencia a la terapia observada en
las lineas celulares de CRPC, podrian estar siendo inducidos por oxLDL y estar
mediados a través del LOX-1.
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6. CONCLUSION

La hipoétesis planteada en esta tesis es que la activacion de la via de sefializacion
NF-kB por accion de oxLDL, induce la resistencia a Docetaxel y Cabazitaxel
mediante la sobreexpresion de MDR1 y TUBB3 en modelos celulares de cancer
de prostata resistente a la castracion. Con los resultados obtenidos es posible
aceptar esta hipétesis y proponer que el eje oxXLDL/NF-kB/MDR1/TUBB3 generan
un aumento en la sobrevida celular frente a los tratamientos con los taxanos
Docetaxel y Cabazitaxel. De igual manera proponemos que este eje pudiera estar
dirigido a través de la activacién de los receptores CD36 y LOX-1 los cuales, en
otros tipos de cancer, en el caso de cd36 y particularmente en CaP en el caso de
LOX-1, se ha descrito que activan la via NF-kB la cual desencadena en parte la
resistencia a taxanos. Este estudio permite cimentar las bases para la generacion
de nuevos blancos terapéuticos en la resistencia como pueden ser los receptores
LOX-1 0 CD36, la generacién de conductas de salud preventivas del cancer como
disminuir las concentraciones de lipoproteinas de baja densidad plasméticas de
pacientes que pueden padecer la enfermedad ya que son estas el sustrato inicial
en la generacion de oxLDL, entre muchas otros. De esta manera, se podria
contribuir a mejorar la sobrevida y la calidad de vida de los pacientes CRPC en

las etapas terminales de esta patologia.
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