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1 RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. En Chile,
el cancer de prostata (CaP) es la neoplasia maligna mas prevalente y con
mayor mortalidad en hombres, y el costo de tratamiento asociado a esta
patologia es elevado, lo que la convierte en un problema de salud publica. El
tratamiento principal para el cancer de prOstata avanzado es la terapia
hormonal o terapia de privacion de andrégenos (ADT). Sin embargo, un
porcentaje significativo de pacientes que recibe ADT desarrolla resistencia,
evolucionando a cancer de préstata resistente a la castracion (CRPC). La
alternativa terapéutica de ultima linea para el CRPC es la Abiraterona, un
inhibidor selectivo de la enzima esteroidogénica CYP17A1, pero un tercio de
los pacientes tratados con este farmaco también desarrollan resistencia,
reduciendo su eficacia y limitando la sobrevida. Por lo tanto, es esencial
encontrar nuevas estrategias y moléculas para tratar el CRPC resistente a

Abiraterona.

La evidencia cientifica actual indica que no existen herramientas celulares y
moleculares comerciales o0 metodologias estandarizadas para evaluar
compuestos con potencial terapéutico contra el CRPC resistente a la
Abiraterona. En esta tesis, desarrollamos un prototipo de plataforma para la
identificacion de compuestos y/o moléculas contra el CRPC resistente a la

Abiraterona mediante la generacion de dos modelos celulares resistentes y la
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estandarizacion de una metodologia para evaluar la actividad citotoxica o
citostatica de dichos compuestos. Los modelos celulares de CRPC resistente
a la Abiraterona fueron generados mediante el tratamiento cronico de células
de CRPC 22RV1 y C4-2B con concentraciones crecientes del farmaco. La
estandarizacion de la metodologia de evaluacién de compuestos se realizo
comparando la informacion obtenida y las limitaciones metodoldgicas de los

métodos de cristal violeta y el andlisis de proliferaciébn y muerte en tiempo real.

Nuestros resultados muestran que es posible generar dos modelos de CRPC
resistente a la Abiraterona (AbiR), diferenciados fenotipicamente por la
sobreexpresion de los marcadores de resistencia a ADT y Abiraterona: AR,
CYP17A1, 173-HSD y PSA, en comparacion con las células parentales (wt).
Los modelos de CRPC resistentes a la Abiraterona fueron validados por un
aumento significativo en la resistencia al farmaco, con un porcentaje de
resistencia mayor al 20%. Ademas, el analisis de proliferacién y muerte en
tiempo real presenté mdltiples ventajas en términos de cantidad de
informacion, precision, y tiempos, en comparacion con el método de cristal

violeta.

Se evaluaron 5 compuestos con actividad potencial frente al CRPC resistente
a la Abiraterona utilizando un sistema semiautomatizado de ensayos de
citotoxicidad mediante tratamientos con una plataforma robética y analisis de
proliferacion y muerte en tiempo real. Esto permitié identificar actividad
diferencial de estos 5 compuestos en los modelos de CRPC AbIiR en

comparacion con las células CRPC wit.
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2 ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. In Chile, prostate
cancer (CaP) is the most prevalent and the most lethal malignant neoplasm in
men, and the cost of treatment associated with this condition is high, making it
a public health issue. The main treatment for advanced prostate cancer is
hormonal therapy or androgen deprivation therapy (ADT). However, a
significant percentage of patients receiving ADT develop resistance, leading to
castration-resistant prostate cancer (CRPC). The last-line therapeutic option
for CRPC is Abiraterone, a selective inhibitor of the steroidogenic enzyme
CYP17A1, but about one-third of patients treated with this drug also develop
resistance, reducing its effectiveness and limiting survival. Therefore, it is
essential to find new strategies and molecules to treat Abiraterone-resistant

CRPC.

Current scientific evidence indicates that there are no commercial cellular and
molecular tools or standardized methodologies available for evaluating
compounds with potential therapeutic action against Abiraterone-resistant
CRPC. In this thesis, we developed a prototype platform for identifying
compounds and/or molecules against Abiraterone-resistant CRPC by
generating two resistant cellular models and standardizing a methodology for
evaluating the cytotoxic or cytostatic activity of these compounds. The cellular

models of Abiraterone-resistant CRPC were generated through chronic
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treatment of CRPC 22RV1 and C4-2B cells with increasing concentrations of
the drug. The standardization of the compound evaluation methodology was
performed by comparing the information provided and the methodological
limitations of the crystal violet method and real-time proliferation and cell death

analysis.

Our results show that it is possible to generate two models of Abiraterone-
resistant CRPC (AbiR), phenotypically differentiated by the overexpression of
resistance markers to ADT and Abiraterone: AR, CYP17Al, 17B-HSD, and
PSA, compared to the parental (wt) cells. The Abiraterone-resistant CRPC
models were validated by a significant increase in drug resistance, with a
resistance percentage higher than 20%. Furthermore, the real-time
proliferation and cell death analysis showed multiple advantages in terms of
the amount of information, accuracy, and time compared to the crystal violet

method.

We evaluated 5 compounds with potential activity against Abiraterone-resistant
CRPC using a semi-automated cytotoxicity assay system with a robotic
platform and real-time proliferation and cell death analysis. This allowed us to
identify differential activity of these 5 compounds in the AbiR CRPC models

compared to the wt cells.
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3 INTRODUCCION

3.1 Generalidades del cancer de préstata. Epidemiologia; estadificacion,

tratamiento y costos asociados.

El cancer es la principal causa de muerte por enfermedad crénica a nivel
mundial. En el afilo 2020 se diagnosticaron alrededor de 20 millones de casos
y se produjeron aproximadamente 10 millones de decesos debido a esta
enfermedad (GLOBOCAN, 2022a). En América, segun la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), el cancer es la segunda causa de muerte,
siendo responsables del 47% de los fallecimientos en personas menores de

69 afos (Salud, 2019).

A nivel nacional, en el afio 2019 las neoplasias malignas se convirtieron en la
principal causa de muerte, superando incluso a las enfermedades
cardiovasculares (Estadisticas, 2019). En Chile, durante el afio 2020, se
registraron mas de 50 mil nuevos casos de cancer y se proyecta que esta cifra
aumente a mas de 90 mil para el afilo 2040, lo cual genera un impacto
socioecondmico importante para la salud publica (GLOBOCAN, 2022c). En
este sentido, un estudio sobre los costos de la atencion meédica del cancer en

Chile revel6 que se destinan méas de 2.100 millones de ddlares al afio para el
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tratamiento de esta enfermedad, lo que equivale aproximadamente al 1% del
Producto Interno Bruto (PIB) del pais y representa mas del 4,31% del gasto
total en salud. Los tipos de cancer que generan un mayor impacto en términos
de costos son el cancer de estomago (17,6%), el cAncer de mama (7%) y el
cancer de prostata (4,2%) en el sector publico, y el cancer de mama (14%), el
cancer de pulmon (7,5%) y el cancer de préstata (4,1%) en el sector privado
(Camilo Cid 2016). Asi, el cancer se ha convertido en un problema a resolver
para la salud publica a nivel nacional y la investigacion cientifica del area
oncolégica es un desafio en la busqueda de nuevas terapias, o sistemas de
deteccion, que permitan una mayor esperanza y calidad de vida para los

pacientes.

Particularmente, durante el 2020, el cancer de préstata (CaP) fue el tipo de
cancer con mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial, con cifras de 222
mil y 59 mil casos respectivamente (GLOBOCAN, 2022b). Este tipo de cancer
se define como una neoplasia que se presenta en el tejido prostatico en
hombres, generalmente mayores de 50 afios y se caracteriza por un
crecimiento lento y una alta incidencia. En esta linea, se estima que en mas
del 70% de las autopsias de hombres mayores de 80 afios se encuentra un
tumor prostatico [10]. Ademas, en Chile el cancer de préstata es la mayor
causa de muerte por cancer y segun el Instituto Nacional del Cancer, la cifra
de muertes por cancer de prostata se duplicaria en un periodo de 20 afios [4].

De esta manera, el cancer de préstata puede considerarse un problema de

18



salud publica tanto a nivel mundial como nacional y, ademas, un problema

actual y futuro.

El cancer de préstata puede clasificarse segun su estadio clinico-patolégico
segun el sistema de la American Joint Committe on Cancer (AJCC)
denominada como (TNM), o bien, segun la escala de Gleason. Brevemente,
la clasificacion TNM resulta de la estadificacion del cancer segun el tamafio
del tumor, la invasividad hacia ganglios linfaticos cercanos y la capacidad para
generar metastasis. Esta estadificaciéon va en unaescalade T 1a T IV, donde |
es un tumor pequefio en un solo I6bulo prostatico lo que corresponde a un
estadio temprano, hasta los estadios Il y IV, los que corresponden a cancer
de proéstata avanzado. En estos estadios avanzados, el tumor ocupa mas de
un lado de la préstata y se ha propagado al tejido circundante extraprostatico
(Society, 2021). En ese sentido, el tratamiento del cancer de prostata depende
principalmente del estadio clinico-patoldgico de la enfermedad, denotado por
los niveles de antigeno especifico prostatico (PSA) y la salud del paciente. En
estadios tempranos (I y Il) se adoptan terapias clasicas como la vigilancia
activa radioterapia local o prostatectomia (Grimm et al., 2012; MINSAL, 2015).
En el caso del cancer de préstata avanzado (etapa TNM Il o V) el tratamiento
consiste en la terapia de privaciéon androgénica (ADT) mediante castraciéon
quirdrgica (orquiectomia) o quimica mediante agonistas 0 antagonistas de la
hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH) para reducir los niveles

de testosterona (T) circulante (Dai et al., 2017) , ya que este tipo de cancer
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depende de las hormonas sexuales masculinas testosterona y la
dihidrotestosterona (DHT) para su desarrollo y progresion (Chandrasekar et
al., 2015). Sin embargo, entre el 10% y el 20% de los pacientes tratados con
ADT (aquellos que presentan un cancer de prostata sensible a las hormonas)
desarrollaran resistencia al tratamiento en un periodo de 3 a 5 afos, lo que se
conoce como cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC). Ademas,
un 44% de los pacientes con cancer de prostata metastasico no reciben
tratamiento con ADT debido a la presencia de resistencia intrinseca a la

castracion (NCI, 2010

En los casos de pacientes que padecen cancer de prostata resistente a la
castracion (CRPC), la guia clinica del Ministerio de Salud de Chile (MINSAL)
recomienda como primera opcion de tratamiento el docetaxel, un taxano que
actla inhibiendo la polimerizacion de microttbulos e interfiere con la division
celular (MINSAL, 2015). Cuando el cancer progresa y se vuelve refractario al
docetaxel, se debe considerar el uso de enzalutamida, un antagonista del
receptor de andrégenos (AR), como segunda opcién, y, por ultimo, el acetato
de Abiraterona, cuya molécula activa (Abiraterona) actia como un antagonista
de la enzima esteroidogénica 17a-hidroxilasa (CYP17A1) que es clave en las
rutas de sintesis de andrdgenos. En este contexto, en términos monetarios,
en el afio 2016, los pacientes con cancer de prostata representaron el 10% del

total de pacientes tratados en el sistema de salud y el costo promedio anual
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del tratamiento ronda los $28.000.000 CLP. Sin embargo, este costo puede
superar los $80.000.000 CLP en casos de cancer en etapa avanzada

(Kimberly Langdon Cull, 2022).

3.2 Dependencia hormonal del cancer de prostata, desarrollo de resistencia a

terapia de privacidon de andrégenos y resistencia a Abiraterona.

Uno de los hechos mas relevantes relacionados al desarrollo del CaP es que
se ha demostrado que el crecimiento neoplasico de la pristata se asocia con
la sefializacion mediada por las hormonas sexuales masculinas Testosterona

y Dihidrotestosterona (andrégenos) y el receptor de andrégenos (AR).

El receptor de andrégenos es un receptor nuclear que se encuentra inactivo
en el citoplasma (Fujita & Nonomura, 2019). Cuando AR se une a sus ligandos
naturales T o DHT, heterodimeriza y trasloca al nucleo, donde actda como
factor de transcripcién y promueve la expresién de genes diana involucrados
en el desarrollo y progresion del CaP (Culig & Santer, 2014). Entre estos genes
se encuentra el gen de Kalikreina 3 (KLK3), el que codifica el PSA'y es usado
en la clinica para la monitorizacion del paciente y seguimiento de la
enfermedad (Riegman et al., 1991; Q. Zhou et al., 2021). Especificamente, se
ha demostrado que la sefalizacion de AR en el CaP genera un aumento de
los niveles transcripcionales de PSA (Kim & Coetzee, 2004). Asi, la evidencia

muestra que los altos niveles de AR en células de CaP se asocian con
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mayores niveles de PSA en el paciente y, por consiguiente, una mayor
malignidad del tumor. A saber, una rapida diseminacion; desregulaciones del
ciclo celular e inhibicién de la apoptosis (Huang & Tindall, 2002) Debido a esta
relacion entre AR y el desarrollo del CaP, es que la terapia de privacion
androgénica (ADT) o castracion quimica como la primera alternativa de
tratamiento en CaP avanzado (MINSAL, 2015). La ADT se basa en la inhibicién
del eje hipotalamo-hipofisis-gdnada, disminuyendo la sintesis de T por las
células de Leydig en el testiculo. Esto genera la disminucién del 90% de los
andrégenos séricos en el paciente. Si bien la mayoria de los pacientes con
CaP responden a ADT, la mayoria desarrollara resistencia al tratamiento y

generaran un CRPC (Wadosky & Koochekpour, 2016).

Como se menciond anteriormente, existen alternativas de tratamientos para
los pacientes que padecen CRPC, sin embargo, estas son mas bien limitadas.
De estas alternativas, la terapia con el antiandrogeno Abiraterona es la mas
reciente. La Abiraterona es un profarmaco (CB7630) que se administra por via
oral y corresponde a la ultima alternativa de tratamiento en CRPC segun la
guia clinica del MINSAL (MINSAL, 2015). Una vez absorbido y distribuido, el
acetato de Abiraterona se hidroliza para convertirse en Abiraterona (CB7598),
el metabolito activo (Giatromanolaki et al., 2019). La Abiraterona inhibe
selectiva e irreversiblemente la enzima CYP17Al1, lo que resulta en la
supresion de la sintesis de andrégenos (Thakur et al., 2018). Ademas,

estudios in vitro han demostrado que la Abiraterona puede inhibir el receptor
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de androgenos (AR) (Richards et al., 2012). Estas propiedades
antiandrogénicas de la Abiraterona se deben a su estructura A 5, 3-hidroxilo,
gue comparte con esteroides como la Dehidroepiandrosterona (DHEA) y el 5-
diol. La Abiraterona puede ser metabolizada por enzimas esteroidogénicas
como la 3B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa isoformas 1 y 2 (HSD3B1 y
HSD3B2) para generar A 4, 3 - ceto (A4 - Abiraterona) (D4A), que posee una
estructura similar al andrégeno testosterona. Esta similitud estructural podria
explicar la interaccion de la Abiraterona con la proteina AR y otras enzimas
esteroidogénicas como la 5-alfa reductasa (SDRAS5). En resumen, la
conversion de Abiraterona a D4A genera multiples objetivos terapéuticos y

afecta varias vias androgénicas en tejidos periféricos (Li et al., 2015).

La actividad antiandrogénica de la Abiraterona hace que este tratamiento sea
administrado tanto en pacientes con CRPC metastasico como no metastasico
(Ryan et al., 2015) ,y se considera una opcién costo-efectiva frente al CRPC
refractario al docetaxel o resistente a la enzalutamida (Zhong et al., 2013), sin
embargo, el costo promedio del tratamiento con acetato de Abiraterona es de
alrededor de $10000 USD mensuales (Naveen Premnath, 2020), lo que le

convierte en uno de los farmacos mas costosos en el mercado (NCI, 2018).

Si bien la Abiraterona muestra efectos positivos en pacientes con CRPC, no
todos los pacientes responden al tratamiento y el tiempo de respuesta varia

entre los pacientes (Simon et al., 2021). La resistencia al farmaco se
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manifiesta en un aumento del marcador bioquimico PSA y se estima que
aproximadamente el 30% de los pacientes tratados con Abiraterona
desarrollan resistencia primaria, lo que se define como la falta de reduccién en
los niveles séricos de PSA durante los primeros 3 meses de tratamiento
(Buttigliero et al., 2015). Asi, la dltima alternativa quimioterapéutica contra el
CRPC, la Abiraterona, falla limitando el tratamiento y sobrevida de los

pacientes.

Entre los mecanismos para la resistencia a Abiraterona se encuentra la
sobreexpresion del receptor de andrégenos. En este contexto, Simon y
colaboradores han demostrado que tanto la resistencia a Abiraterona, como a
Enzalutamida, otro antiandrégeno de nueva generacion se encuentra mediada
por la reactivacion transcripcional de AR, en modelos celulares de CaP y
CRPC (Hu et al., 2012; Simon et al., 2021). En la misma linea, la evidencia
muestra que la amplificacion o sobreexpresion de AR se encuentra
correlacionada con un peor pronéstico en pacientes que padecen CRPC y
fueron tratados con Abiraterona (Csizmarik et al., 2021). En sintesis, la
resistencia a Abiraterona se asocia con la sobreexpresion de AR, por lo que
los niveles de la proteina pueden ser utilizados como un marcador de

resistencia en CRPC resistente a la Abiraterona.

Otro mecanismo de resistencia a la Abiraterona en CRPC es la generacion de
variantes de empalme (splicing) del receptor de androgenos que carecen de

su dominio de union a ligando y se mantienen constitutivamente activas,tales
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como AR-V7 [17]. En este contexto, es importante comprender que el gen que
codifica AR esta compuesto por 8 exones. El exén 1 conforma el dominio N-
terminal, que contiene el dominio de funcion de activacion 1 (AF1). Los exones
2 y 3 forman los dominios de unién al ADN, mientras que parte del exon 4
contribuye al dominio bisagra. Desde una porcién del exdn 4 hasta el exén 8
se conforma el dominio de unién a ligando (LBD). Durante la generacion de
variantes de splicing, cuatro exones cripticos juegan un papel crucial al
reemplazar uno o més exones del gen. En el caso de AR-V7, una de las
variantes mas significativas en el cancer de prostata resistente a la castracion
(CRPC) y que es responsable de la activacion constitutiva de la sefializacion
del receptor de andrégenos incluso en ausencia de ligandos, solo se expresan
los exones 1, 2 y 3 de la proteina nativa, ademas del exdn criptico CE3. Esto
da lugar a una proteina que carece del dominio LBD, pero conserva las
regiones de activacion funcional, AF1, y de unién al ADN (Antonarakis et al.,
2014; Zhu et al., 2020), lo que genera la variante constitutivamente activa. Se
ha demostrado que el tratamiento con Abiraterona no resulta eficaz en
pacientes que presentan altos niveles de AR-V7, encomparacion con pacientes
que presentan una menor expresion de esta variante (Antonarakis et al.,

2014).

En otra arista, la evidencia sobre la esteroidogénesis intratumoral como
mecanismo relevante en la generacion de resistencia a la castracion (Dillard
et al., 2008; Knuuttila et al., 2014; Mohler et al., 2004; Titus et al., 2005; Xiao

et al.,, 2018) determin6é que la sefalizacion mediada por andrégenos y su

25



receptor es clave en la progresion del cancer de préstata hacia estadios
avanzados y de mayor malignidad. La esteroidogénesis intratumoral es un
proceso en el cual las células de CaP, las cuales provienen de un 6rgano no
esteroidogénico (células epiteliales prostéticas) generan un cambio fenotipico
hacia la sintesis intracrina de androgenos como testosterona (T) vy
dihidrotestosterona (DHT). Este es un mecanismo relevante en la generaciéon
de CRPC y que es dependiente de la activacion de AR. La esteroidogénesis
intratumoral corresponde a una serie de reacciones enzimaticas agrupadas en
3 vias que permiten la generacion de andrégenos de novo, a partir del
colesterol u otras fuentes como esteroides extraprostaticos, en las células de
CRPC (Chandrasekar et al., 2015) (Figura 1). Este hecho resulta relevante
para el CRPC resistente a Abiraterona puesto que se ha evidenciado la
sobreexpresion de enzimas esteroidogénicas como mecanismo de resistencia
a la Abiraterona. En ese sentido la sobreexpresion de la enzima CYP17Alse
ha identificado como mecanismo de resistencia a Abiraterona (Mostaghel et
al., 2011). Esta enzima corresponde al blanco molecular de la Abiraterona, y
también la sobreexpresion 3B-hidroxiesteroideshidrogenasa (33-HSD)
(Gomez et al., 2015; Mostaghel et al., 2011) la cuales también un coactivador
del receptor de andrégenos y potencia la progresion del CaP dependiente de
AR (Asangani et al, 2021). En este contexto, se han detectado
concentraciones altas de 3a5a-17-hidroxipregnanolona, que se relaciona con
la sintesis de androsterona, un precursor de T y DHT. En conjunto, la
evidencia muestra que vias alternativas de la androgénesis se encuentran

activas y que la esteroidogénesis de células de CRPC jugaria un papel
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importante en la progresion y resistencia a la Abiraterona (Mostaghel et al.,

2011).

En general, si bien el tratamiento con Abiraterona muestra resultados positivos
aumentando la sobrevida media del paciente de 10.9 a 14.8 meses (de Bono
et al., 2011; NCI, 2012) la resistencia al farmaco Abiraterona en CRPC genera
importantes limitaciones en el tratamiento y sobrevida de los pacientes que
padecen la enfermedad. Esto, debido a que los algoritmos de tratamiento
sitian a la Abiraterona como terapia de Ultima linea y no existen tratamientos
alternativos a las terapias convencionales tales como la radioterapia o
quimioterapia para el tratamiento del cancer de préstata resistente a la
castracion resistente a Abiraterona (MINSAL, 2015; UK, 2023). En ese sentido,
el encontrar nuevas alternativas para el tratamiento del CRPC resistente a

Abiraterona es mandatorio para la investigacion en el area oncolégica.
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Figura 1. Vias esteroidogénicas en el CPRC. Se han definido tres vias
principales para la sintesis de dihidrotestosterona en el CPRC. La via de puerta
frontal (en gris), caracterizada por la necesidad de testosterona (T) como precursor
esencial de la DHT, la pregnenolona se convierte en dehidroepiandrosterona
(DHEA) mediantela actividad hidroxilasa y liasa secuencial de CYP17A1l. La DHEA
(de origen intrinseco o suprarrenal) es entonces metabolizada por la HSD3B (3p3-
HSD) para dar lugar a androstenediona o por la HSD17B3 (o AKR1C3,0 173-HSD)
para dar lugar a androstenediol,que posteriormente se convierten en T, seguida de
su 5a-reduccion a DHT por las SRD5As (5a-reductasas). Por otro lado, las vias de
puerta trasera se refieren al uso de diferentes sustratos y reacciones enzimaticas
para sintetizar DHT, sin necesidad de contar con la T como intermediario. En la via
de puerta trasera primaria (en rosa), los intermediarios de la progesterona son

reducidos en 5a y 3a por SRD5A y AKR1C2 sobre la actividad liasa de CYP17A1,
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formando androsterona y luego a androstanediol por HSD17B para generar DHT.En
la via secundaria de puerta trasera (o via 5a-diona, en amarillo), la androstenediona
producida en la via clasica es convertida a 5a-androstenediona (5a-Adiona) por
SRD5As en lugar de ser convertida a T, y luego a DHT por HSD17Bs. Observe que
la enzima CYP17A1, blanco terapéutico del farmaco Abiraterona posee una funcién
determinante en la esteroidogénesis intratumoral, pues participa de las tres vias de la
esteroidogénesis. sTAR (proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis);
CYP11A1 (enzima de escision de la cadena lateral del colesterol); CYP17Al
(esteroide 17a-monooxigenasa); AKR1C3 (aldo-ceto reductasa 1C3); HSD17Bs,
(17B-  hidroxiesteroide  deshidrogenasas); HSD3Bs  (3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasas); SRDS5As (5a-esteroide reductasa); AKR1C2 (aldo-ceto
reductasa 1C2). Modificado de “Orphan nuclear receptors as regulators of
intratumoral androgen biosynthesis in castration-resistant prostate cancer”. Jianfu

Zhou, Et. Al. Oncogene. 2021 (J. Zhou et al., 2021).
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3.3 Cancer de prostataresistente ala castracion resistente a Abiraterona
y desarrollo cientifico-tecnolégico para busqueda de alternativas

terapéuticas.

En la actualidad, no existen alternativas de tratamiento para los pacientes que
padecen CRPC resistente a la Abiraterona. Sin embargo, la identificacion de
los mecanismos de resistencia a la Abiraterona en CRPC sugieren que
moléculas que presenten similitud estructural con la Abiraterona o con
metabolitos intermediarios de la via androgénica, o bien, moléculas que actien
a distintos niveles de la via de sefalizacion de AR, podrian resultar Gtiles para

revertir la resistencia y tratar el CRPC resistente a la Abiraterona.

En esta linea, algunos estudios apuntan hacia el reposicionamiento de
farmacos aprobados por la FDA para la resensibilizacién de CRCP resistente
a Abiraterona. Uno de estos estudios recientes corresponde al estudio de fase
Ib que evalla el uso de Niclosamida para realizar sinergia con Abiraterona
(Parikh et al., 2021) y se basa en la inhibicibnde AR-V7, proteina que confiere
resistencia a Abiraterona en CRPC. Otro estudio basado en una biblioteca de
drogas aprobadas por la FDA propone el uso de Idarubicina para el tratamiento
de CRPC resistente a Abiraterona. El uso de Idarubicina se basa en su
propiedad intercalante de ADN vy, por tanto, capacidad de inhibir la replicaciéon

del ADN, interfiriendo con la divisién celular (Zhang et al., 2022). Por ultimo,
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existe el registro de propiedad intelectual reciente, respecto de usos de
moléculas conocidas como degradadores selectivos de receptor de
andrégenos (SARD) para el tratamiento de resistencia a Abiraterona [43]. Asi,
estos estudios muestran que existe interés y una necesidad respecto de la
bdsqueda de alternativas terapéuticas para el tratamiento del CRPC y CRPC
resistente a la Abiraterona y que el desarrollo de herramientas que permitan
la evaluacion de compuestos como posibles terapias para revertir la
resistencia y controlar la progresion del CRPC resistente a la Abiraterona es

un area de interés cientifico-comercial.

A la fecha, es posible encontrar metodologias estandarizadas para la
evaluacion de nuevas moléculas para el tratamiento de la patologia del cancer
en modelos tanto in vitro como in vivo. Las metodologias mas actuales se
basan en el uso de procesos automatizados para el screening de un gran
namero de moléculas pequefias. Este método se denomina High-throughput
screening (HTS) (Attene-Ramos, 2014) y ha cobrado una importancia
relevante en el descubrimiento de drogas para como tratamiento a diversas
patologias incluyendo enfermedades infecciosas (Annang et al., 2015),
desordenes neuronales (Costamagna et al., 2021) y cancer (Bialkowska &
Yang, 2012). Particularmente el HTS ha sido usado previamente en la
identificacion de moléculas inhibidoras del receptor de andrégenos en un el
modelo de CRPC C4-2 (Johnston et al., 2016), ademas de permitir la

identificacion de compuestos con actividad citotoxica frente a células de
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cancer de mama (Gupta et al., 2009; Zhang et al., 2012), tiroides (J. Zhao et

al., 2019) y ovario (Mezencev et al., 2012).

El uso de este tipo de analisis de alto rendimiento requiere necesariamente de
equipamiento especializado lo cual puede incurrir en altos costos
(Enviromental Protection Association, 2023) que pueden resultar una limitante
para la investigacion de compuestos bioactivos y/o reposicionamiento de
farmacos, para el tratamiento de patologias como el CRPC resistente a
Abiraterona. Ademas, para el caso de la investigacion de nuevos tratamientos
para CRPC resistente a Abiraterona, necesariamente se requieren de modelos
representativos de la enfermedad, in vivo o in vitro, los cuales deben ser
generados en el laboratorio resultando en importantes costos en términos de
tiempo y dinero. En la misma linea, es importante notar que, si bien los
estudios mencionados anteriormente hacen uso de modelos in vitro de
CRPC resistentes a Abiraterona, estos fueron generados en el laboratorio
mediante metodologias distintas para cada estudio y no se encuentran
validados con un indice de resistencia a Abiraterona o similar. Considerando
lo anterior, esta carencia de estandarizacién de la metodologia de evaluacion
en las herramientas utilizadas en los estudios anteriores podria generar
resultados disimiles respecto a la eficacia terapéutica de los compuestos
frente al CRPC resistente a la Abiraterona. Por lo demas, en Chile o el mundo
no existen productos o servicios disponibles comercialmente que permitan

realizar la busqueda y/o evaluacion de moléculas con potencial actividad
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terapéutica frente a CRPC resistente a Abiraterona, lo cual representa una
importante oportunidad de desarrollo cientifico-tecnoldégico que debe ser
abordada, con el fin de optimizar los procesos de busqueda de moléculas con
efecto terapéutico, que puedan servir para la reversion o tratamiento de esta

resistencia.

En esta tesis mostramos una metodologia semi-automatizada para el testeo
de moléculas con actividad potencial frente al CRPC resistente a Abiraterona,
basandonos en modelos celulares de CRPC resistentes a Abiraterona
generados y caracterizados en nuestro laboratorio y el analisis de proliferacion
y muerte celular en tiempo real. Realizamos la comparacion de esta
metodologia con la técnica clasica de medicion de viabilidad celular por cristal
violeta en términos cualitativos de cantidad de informacion, sencillez,
sensibilidad y de tiempo empleado en el andlisis. Adicionalmente,
identificamos moléculas candidatas para estudios posteriores y discutimos sus
efectos a nivel mecanistico como primera aproximacion a nuevas terapias para

pacientes que padecen de CRPC y CRPC resistente a Abiraterona.
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4 PROBLEMA DE INVESTIGACION

El CRPC resistente a la Abiraterona es un problema de salud publica puesto
gue no existen alternativas terapéuticas para los pacientes que padecen la
enfermedad. Asi, el tratamiento y la sobrevida de los pacientes se ven
limitados generando un impacto psicosocial y economico tanto para el

paciente como para el ambiente que le rodea.

Si bien desde la investigacion basica se han desarrollado metodologias para
la evaluacién de moléculas con potencial terapéutico para la resensibilizacion
a la terapia con Abiraterona en CRPC o el tratamiento de CRPC resistente a
Abiraterona, la disponibilidad de analisis especificos para esta patologia son
limitados debido a la carencia de herramientas estandarizadas que permitan
su ejecucion. Este defecto en las herramientas de evaluacion disponibles
podria generar resultados disimiles en cuanto a la efectividad de las moléculas
evaluadas para el fin terapéutico del tratamiento del CRPC resistente a la
Abiraterona. Particularmente, en Chile, no existen herramientas ni servicios
disponibles comercialmente que permitan realizar esta tarea, lo cual
representa una oportunidad de desarrollo cientifico-tecnologico. En este
contexto, la evaluacion de moléculas en modelos in vitro de CRPC resistentes
a la Abiraterona se hace necesaria como una primera aproximacion para llegar

a resultados confiables en la identificacion de moléculas con potencial
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actividad terapéutica. Los modelos celulares pueden ser utilizados para el
desarrollo de una metodologia estandarizada y de alto rendimiento que
permita la evaluacion de moléculas con actividad potencial contra el CRPC
resistente a la Abiraterona, y como valor agregado, posicionar compuestos
bioactivos de origen natural de especies endémicas de Chile y/o moléculas
identificadas con potencial actividad anticancerigena derivadas de la
investigacion nacional. Por lo anteriormente expuesto, en esta tesis
desarrollamos un prototipo de plataforma de evaluacion de moléculas con
capacidad potencial de revertir la resistencia a Abiraterona en CRPC o tratar
el CRPC resistente a la Abiraterona. Esta plataforma se basa en la generacion
de dos lineas celulares de CRPC resistentes a Abiraterona (C4-2B y 22RV1),
su validacion como modelos de resistencia mediante el calculo de porcentajes
de resistencia y su caracterizacion molecular mediante el analisis marcadores
de resistencia a ADT y Abiraterona y la comparacion de dos metodologias de
medicion de citotoxicidad y/o proliferacion celular. Asi establecimos una
metodologia confiable para la evaluacion de compuestos con potencial

actividad citotoxica o citostatica contra el CRPC resistente a la Abiraterona.
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Figura 2. Esquema grafico del problema de investigaciéon que aborda

esta tesis.
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5 HIPOTESIS.

El desarrollo de un prototipo de plataforma de evaluaciéon de moléculas con
potencial uso en el tratamiento de la resistencia a Abiraterona en cancer de
prostata resistente a la castracion permite realizar un analisis de alto
rendimiento de la actividad biologica de las moléculas, frente a células de

CRPC resistente a Abiraterona.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Desarrollar un prototipo de plataforma de evaluacion para la identificacion
de moléculas con potencial uso en el tratamiento de la resistencia a

Abiraterona en cancer de prostata resistente a la castracion

6.20bjetivos especificos.

6.2.1 Objetivo especifico 1. Generar y caracterizar dos modelos
celulares de cancer de prostata resistente a la castracion
resistente a Abiraterona, basados en las lineas celulares de

CRPC C4-2B y 22RV1

6.2.2 Objetivo especifico 2. Estandarizar una metodologia de
evaluacion de compuestos con potencial actividad citotéxica o
citostatica en células de CRPC resistente a Abiraterona,
mediante la comparacion de métodos de medicién de
proliferacion y citotoxicidad celular en sistemas manuales y
automatizados, en los modelos de CRPC resistentes a la

Abiraterona generados.
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7 METODOLOGIA

7.1Cultivo celular y generacion de modelos celulares de CRPC resistentes a

la Abiraterona.

Linea celular C4-2B: Esta linea celular comercial (ATCC) humana fue aislada
desde metastasis 0seas de xenoimplantes ortotopicos prostaticos de células
C4-2 en ratones nude castrados y es ampliamente utilizada en el estudio de

CRPC.

Linea celular 22RV1: Esta linea celular (ATCC) humana deriva desde el
xenoimplante de células CWR22 en ratones nude castrados. Al igual que la
linea celular C4-2B, esta es ampliamente utilizada como modelo

representativo de CRPC.

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI-1640 (Gibco BRL,
Carlsbad, CA) suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10%, penicilina-
estreptomicina 1% y L-glutamina 2mM (Gibco BRL, Carlsbad, CA). Los cultivos
se mantuvieron en incubacion a 37°C en un ambiente humidificado y 5% de

saturacion de CO2.
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Para desarrollar modelos celulares de CRPC resistentes a la Abiraterona
(AbiR) las células parentales (wt) fueron tratadas crénicamente con
concentraciones crecientes de acetato de Abiraterona (Caymanchem © ). Las
células de la linea 22RV1 se trataron con acetato de Abiraterona por un
periodo superior a 500 dias con concentraciones crecientes entre 5 uM y 10
uM. Paralelamente, las células de la linea C4-2B se trataron con
concentraciones entre 5 uM y 20 uM de acetato de Abiraterona por un periodo
superior a 400 dias. Se realizd el cambio de medio completo fresco con la
respectiva concentracion de Abiraterona cada 3 dias para garantizar la
disponibilidad del acetato de Abirateronay la mantencion de la resistencia a la
droga. Para la verificacion de la resistencia a Abiraterona, se establecié que
las células resistentes alcanzaran porcentajes de supervivencia celular
superiores a los porcentajes de supervivencia de las células parentales en las
concentraciones maximas de tratamiento crénico de Abiraterona, es decir, 20
uMy 10 uM de acetato de Abiraterona para las lineas celulares C4-2B AbiR y
22RV1 AbIR, respectivamente. Las células fueron validadas como resistentes
cuando la diferencia entre los porcentajes de supervivencia o porcentajes de
resistencia a Abiraterona (Ecuacion 1) en dichas condiciones fue igual o
superior a 20%. Primero, la determinacion de los porcentajes de resistencia se
realizd mediante un ensayo de proliferacion celular con cristal violeta cuando
las células C4-2B AbiR y 22RV1 AbiR poseian tiempos de tratamiento cronico
con acetato de Abiraterona de 300 y 200 dias, respectivamente. Para ello, en

placas de 96 pocillos, se sembraron 5000 células por pocillo en medio RPMI
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suplementado con 10% de SBF, tanto para las células de las lineas parentales,
como para las células tratadas cronicamente con acetato de Abiraterona y se
les traté con concentraciones crecientes de Abiraterona (0; 1,25; 2,5; 5; 10;
15; 20; 25; 30 y 35 uM) por 72 horas. Las células fueron fijadas con etanol al
75% vy tefiidas con cristal violeta al 0,1%. Se midié la intensidad de
fluorescencia infrarroja a 680 nm con el fotodocumentador LICOR Odyssey
(LI-COR Biosciences) y la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia se

realiz6 mediante el software ImageStudio 5.1.

Luego, para confirmar la resistencia a Abiraterona en las células AbiR, se
procedio a realizar un ensayo de proliferacion y muerte celular en tiempo real
en las células C4-2B y 22RV1 parentales, como C4-2B AbiR y 22RV1 AbIR,
cuyo tiempo con tratamiento crénico con acetato de Abiraterona era de 500 y
400 dias, respectivamente. Para ello, en placas de 96 pocillos se sembraron
5000 células por pocillo de las lineas C4-2B wt y C4-2B AbIiR, 22RV1 wt;
22RV1 AbiR. Luego de 24 horas en cultivo para garantizar la adherencia de
las células, estas fueron tratadas de manera automatizada utilizando la
plataforma robotica OT-2 (Opentrons ©) con concentraciones crecientes de
acetato de Abiraterona (0; 5; 10; 20 y 40 uM) y 30 nM de la sonda Sytox Green.
Las células fueron monitorizadas en tiempo real por 72 horas con el sistema
Incucyte S3. La adquisicion de imagenes fue configurada con dos imagenes
por pocillo en objetivo 10x, en contraste de fase y en el canal FITC. Los analisis

cinéticos de proliferacion y muerte se realizaron automaticamente cada 2 h
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con el modulo de procesamiento y segmentacion "Célula a Célula" (Sartorius
# 9600-0031), donde el numero de células totales se dividié constantemente
por el numero de células iniciales en cada imagen para determinar la
proliferacion celular en el tiempo (conteo de células por imagen normalizado a
tiempo 0). Para la determinacion de muerte celular, el nUmero de células
muertas (Sytox+) se dividié constantemente por el nimero total de células en
cada imagen. Este sistema permite realizar un ensayo de proliferacion y
citotoxicidad en tiempo real evaluando cada una hora la viabilidad del cultivo

en las condiciones de tratamiento.

Para el ensayo de viabilidad por cristal violeta se calculé el porcentaje de
resistencia de las lineas celulares wt y AbiR frente a las concentraciones de
10 uM; 20 uM; 25 uM; 30 uM y 35 uM de acetato de Abiraterona. De la misma
manera, para el ensayo de proliferaciébn y muerte en tiempo real se calcul6 el
porcentaje de resistencia de las lineas celulares wt y AbiR frente a las
concentraciones de O uM; 5 uM ; 10 uM; 20 uM y 40 uM de Acetato de

Abiraterona. Segun la siguiente ecuacion (Ec.1):

Ec.1

% Resistencia = [fraccién de supervivencia cguas apir — fraccion de supervivencia cepias wel X 100

Donde la fraccion de supervivencia representa la razon de la intensidad de

fluorescencia infrarroja o el conteo de células por imagen normalizado a



tiempo 0 de las células tratadas con acetato de Abiraterona frente al control

sin tratamiento.

Una vez se alcanzé el porcentaje de resistencia deseado, las células se
mantuvieron en cultivo con 10 uM de acetato de Abiraterona para garantizar

la mantencion de la resistencia al farmaco.

La construccidén de curvas dosis/respuesta, graficos y analisis estadistico se

realiz6 mediante el software Graphpad Prism 9.

7.2 Evaluacion de marcadores de resistencia a Abiraterona en los modelos

celulares de CRPC generados.

Se cultivaron 500,000 células por pocillo en placas de 12 pocillos para cada linea
celular: wt y AbiR. Las células se mantuvieron en cultivo durante un periodo de 24
horas. En el caso especifico de las células AbiR, se opt6é por no afiadir Acetato de
Abiraterona durante este tiempo. Esta decision fue fundamental para asegurar que
la evaluacion de los marcadores moleculares reflejara cambios inducidos por el
tratamiento crénico con la droga, asi como la generacion de resistencia, en lugar de
ser el resultado de un efecto agudo derivado de la adicion reciente del farmaco.
Para la extraccion de proteinas se utilizd RIPA Lysis Buffer System ® (Santa Cruz
Biotechnology Inc, Dallas, TX) segun las instrucciones del fabricante. Brevemente,
se preparo una solucion de 25 mM Tris-HCI; pH 7.6, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 1%

deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, suplementada con inhibidores de proteasas. La
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solucién fue agregada a cada uno de los pocillos con células previo retiro del medio
de cultivo y se incub6 por 10 minutos a 4°C. Los lisados celulares fueron extraidos
desde la placa y se centrifugaron por 15 minutos a 4°C a 13000 RPM en una
microcentrifuga MIKRO 220R Hettich Germany. Los sobrenadantes con las

proteinas en suspension fueron inmediatamente almacenados a -20°C.

Las proteinas fueron cuantificadas mediante el Kit de ensayo de proteinas BCA
Pierce (ThermoFisher Scientific, USA), segun el protocolo del fabricante y la
absorbancia fue medida a 526 nm en el espectrofotometro SYNERGY HTX

Multimode Reader (Biotech, Germany).

Se realiz6é una separacion de las proteinas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones denaturantes y analisis por Western Blot. Para ello,
se sembraron 30 ug de proteinas totales en un gel al 10% acrilamida-Bis acrilamida
y se resolvieron a 100 V. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa de 0,22 uM mediante transferencia himeda a 100 V por 90 minutos.
Las membranas se bloquearon por 1 hora con leche descremada al 5 % (p/V) en
TBS 50 mM, previo secado a temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente, las
membranas fueron incubadas por 16 horas con el respectivo anticuerpo primario
anti-AR; anti CYP17A1, 173-HSD y
anti-PSA (Tabla 1) . Los anticuerpos fueron preparados en leche descremada al
2,5% p/V en buffer TBS 50 mM, Tween-20 al 0,01%. Finalmente, las membranas
fueron lavadas con buffer TBS 50 mM, Tween-20 al 0.001% y SDS 0,1% y se

incubaron con el respectivo anticuerpo secundario (Tabla 2) por 2 horas a

44



temperatura ambiente. Los Western Blot fueron revelados con el fotodocumentador
infrarrojo Odissey CLX, LICOR (Texas, EE. UU.); la cuantificacion de la

fluorescencia de las bandas se realiz6 mediante el software LICOR Image Studio

Lite 5.1 y el analisis estadistico se realiz6 mediante el software Graphpad Prism 9.

Anticuerpo |Proveedor Codigo |Especie |Tipo Titulo
Santa Cruz | sc-
Anti CYP17A1 |Biotechnology 518007 |Raton Monoclonal | 1/500
Anti  17B8-HSD | Santa Cruz | sc-
(AKR1C3) Biotechnology 373902 |Raton Monoclonal | 1/500
Santa Cruz
Anti-AR Biotechnology sc-13062 |Conejo |Policlonal |1/1000
Santa Cruz
Anti-PSA Biotechnology sc-7638 |[Cabra |Policlonal |1/250
Santa Cruz
Anti GAPDH Biotechnology sc-47724 |Raton Monoclonal | 1/1000
Anti Alfa| Santa Cruz
Tubulina Biotechnology sc-5286 |Ratén Monoclonal | 1/1000

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion y cuantificaciéon de

marcadores de resistencia a Abiraterona en células de CRPC.
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Anticuerpo

Proveedor

Cddigo

Especie

Tipo

Titulo

Anti-lgG  de
ratobn (H+L)
Alexa Fluor®

790

Jackson

InmunoResearch

Laboratories Inc.

715655150

Burro

Policlonal

1/10000

Anti-lgG  de
raton  (H+L)
Alexa Fluor®

680

Jackson

InmunoResearch

Laboratories Inc.

715625150

Burro

Policlonal

1/10000

Anti-lgG  de
conejo (H+L)
Alexa Fluor®

680

Jackson

InmunoResearch

Laboratories Inc.

711625152

Burro

Policlonal

1/10000

Anti-lgG  de
cabra (H+L)
Alexa Fluor®

790

Jackson

InmunoResearch

Laboratories Inc.

705-655147

Burro

Policlonal

1/1000

Tabla 2. Anticuerpos secundarios utilizados para Western Blot.
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7.3 Evaluacion de compuestos con actividad potencial en CRPC resistente a

Abiraterona.

Para evaluar la actividad de los compuestos frente a células de CRPCy CRPC
resistente a la Abiraterona se configuraron ensayos de citotoxicidad frente a
las células wt y AbiR mediante andlisis de proliferacidon y muerte en tiempo
real. La racionalidad que justifica la prueba de estos compuestos, asi como el
rango de concentraciones utilizado en los ensayos de citotoxicidad se basa en

bibliografia y estudios previos de nuestro laboratorio (Tabla 3).

En placas de 96 pocillos se sembraron 5000 células por pocillo de células C4-
2B wt; C4-2B AbiR, 22RV1 wty 22RV1 AbiR. las células se trataron de manera
automatizada utilizando la plataforma robética OT-2 con concentraciones
crecientes de los compuestos y 30 nM de Sytox Green. Las células fueron
monitorizadas en tiempo real por 72 horas segun se detall6 anteriormente

(7.1).

Los compuestos utilizados, sus concentraciones y mecanismo de accion

conocida se detalla en la Tabla 3.
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Mecanismo de | Referencia
Molécula Abreviatura | Concentraciones usadas |accion conocido | bibliogréfica
L-butiniona- Inhibicion de la
(S,R) 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25; | sintesis de | (Griffith,
Sulfoximina BSO 50; 100; 200; 400 uM glutation 1982)
Imidazol Inhibicion de Ia
Cetona 0,16; 0,31; 0,63; 1,25; sintesis de| (Ferrada et
Erastina IKE 2,5; 5;10; 20 uM glutatién al., 2023)
0,78, 1,56; 3,13; 6,25;|Inhibicion de la via| (Duprat et
Quercetina QRC 12,5; 25; 50; 100 uM PI3K/AKT al., 2023)
(Garcia-
0,78; 1,56; 3,13; 6,25;]Inhibicion de la via|Martinez et
KU-0063794 IAKT 12,5; 25; 50; 100 nM PI3K/AKT al., 2009)
Toxina de pez 1,88e-3; 3,75e-3; 0,01;|Activacion de p38| Datos no
Sapo AV-3 0,02; 0,03 mg/mL y Nf-kB publicados

Tabla 3. Concentraciones utilizadas y mecanismo de accién conocida
de las moléculas evaluadas en modelos de CRPC y CRPC AbiR.
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8 RESULTADOS

8.1 El tratamiento crénico con acetato de Abiraterona genera resistencia a la

droga en los modelos celulares de CRPC, C4-2B y 22RV1.

Con el objetivo de monitorizar el desarrollo de resistencia a Abiraterona, las
células de las lineas C4-2B y 22RV1 incubadas crénicamente con 10 uM de
acetato de Abiraterona, se sometieron a un ensayo de citotoxicidad a
Abiraterona cuando se encontraban en 200 y 300 dias de incubacién con la

droga, respectivamente.

Los resultados mostraron que los tratamientos con dosis crecientes de
Abiraterona generan efectos diferenciales en la fraccion de supervivencia en
células wt y AbiR (Figura 3). Particularmente, la linea celular C4-2B AbiR
presentd diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
resistencia, en comparacién con las células wt a concentraciones de 10 uM y
20 uM de acetato de Abiraterona (Figura 4A). Estas diferencias fueron de un
15,9% y 25,9%, respetivamente (Tabla 4). De igual manera, la linea celular
22RV1 AbIR presento diferencias en el porcentaje de resistencia a Abiraterona
a 10 uMy 20 pyM de tratamiento con acetato de Abiraterona (Figura 4B). Estas
diferencias fueron de un 27,5% y 66.7%, respectivamente (Tabla 4). En

resumen, los resultados derivados del calculo de los porcentajes de resistencia
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mostraron que las células AbiR poseen una mayor supervivencia frente a la
Abiraterona, en comparacion con las células wt a concentraciones superiores

a 10 uM de acetato de Abiraterona.

1.5+ 1.5+

B 22RV1 AbIR
@ 22RViwt

i C4-2BAbIR
€ C4-2Bwt

Fracci6én de superviviencia respecto al control
Fraccion de superviviencia respecto al control

Abiraterona [uM] Abiraterona [pM]

Figura 3. Curvas dosis/respuesta a Abiraterona en modelos
sensibles y resistentes a Abiraterona a 72 horas de tratamiento.
Fracciones de supervivencia de lineas C4-2B (A) y 22RV1 (B) wt y AbiR. Los
resultados se muestran como media de 4 réplicas independientes y las barras

de error representan desviacion estandar (SD).
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Abiraterona

Porcentajes de supervivencia celular (%)

Diferencia

(% de

Diferencia

(% de

[uM] C4-2B wt | C4-2B AbIR |resistencia) | 22RV1 wt | 22RV1 AbIR |resistencia)
10 63.1 78.9 15.9 67.5 95.1 27.5
20 41.6 67.5 25.9 23.2 89.9 66.7
25 37.2 48.8 11.6 10.7 84.0 73.3
30 35.0 49.3 14.3 10.3 63.1 52.8
35 24.6 42.3 17.7 5.9 31.2 25.3

Tabla 4. Porcentajes de supervivencia celular y porcentajes de resistencia a

Abiraterona para células 22RV1 AbiR y C4-2B AbiR,

concentraciones crecientes de acetato de Abiraterona.

tratadas con
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Figura 4. Los porcentajes de supervivencia frente a Abiraterona
son superiores en células AbiR a 72 horas de tratamiento.
Porcentajes de supervivencia celular en lineas celulares C4-2B (A) y 22RV1
(B) wt y AbiR. Prueba estadistica two way ANOVA con comparaciones
multiples por test Sidak. Las graficas muestran la media de 3 réplicas
independientes y las barras de error representan error estadndar (SEM). (**** p
< 0,0001, ** p = 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, ns: diferencia estadistica no

significativa).

Para verificar y confirmar la resistencia a la Abiraterona en las células AbiR,
se realiz6 un ensayo en tiempo real de proliferacion y muerte celular en tiempo
real, en las lineas celulares 22RV1 AbiR y C4-2B AbiR, las cuales habian
sometidas a tratamientos cronicos con acetato de Abiraterona por un tiempo

mayor a 500 y 400 dias, respectivamente.
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Los andlisis de proliferacion y muerte en tiempo real mostraron que los
porcentajes de supervivencia de las lineas C4-2B AbiR y 22RV1 AbIR, frente
a las concentraciones de 10 uM y 20 uM de acetato de Abiraterona, fueron
mayores a los porcentajes de supervivencia de las células parentales, C4-2B
wt y 22RV1 wt. Estas diferencias se observan claramente alrededor de la hora
40 de tratamiento con Abiraterona (Figura 5). Luego, el célculo de los
porcentajes de resistencia a la Abiraterona para las células C4-2B AbiR y
22RV1 AbiR a 10 pM fue de 31.4 % y 33.6 %, respetivamente, mientras que a
20 M estos fueron de 20.9% y 137.4% (Tabla 5). Estos resultados fueron
concordantes con los resultados obtenidos anteriormente por la metodologia
de cristal violeta, donde de igual manera las células AbiR presentaron un
porcentaje de resistencia a Abiraterona significativamente superior a 20% para

ambas concentraciones (Figuras 6y 7).
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2.04

Proliferacion celular
(relativo al nimero de células a tiempo inicial)

0.54

0.0

T
40
Tiempo (horas)
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@ caBw
W C4-28 AbIR

Proliferacion celular
(relativo al nimero de células a tiempo inicial)

2.5+

2.04

T
20 40 60 80
Tiempo (horas)

@ 22RViw
W 22RV1AbIR

Figura 5. Las células AbiR presentan una mayor proliferacion

celular en el tiempo que las células wt. Gréficas de proliferacién en

lineas celulares (A) C4-2B y (B) 22RV1 parentales wt y AbiR tratadas con 20

MM y 10 uM de acetato de Abiraterona, respectivamente. Las graficas

muestran la media de 3 réplicas independientes y las barras de error

representan la desviacion estandar (SD).
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Figura 6. Las células AbiR tratadas con concentraciones
crecientes de Abiraterona presentan una mayor proliferacién
celular que las células wt. Curvas dosis/respuesta a tiempo final de 72
horas, por andlisis de proliferacion en tiempo real, en lineas celulares C4-2B
(A) y (B) 22RV1 parentales wt y AbiR tratadas con concentraciones crecientes
de acetato de Abiraterona. Las graficas muestran la media de 3 réplicas

independientes y las barras de error representan la desviacion estandar (SD).
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Porcentajes de supervivencia celular (%)
Diferencia Diferencia
Abiraterona (% de (% de

[LM] C4-2Bwt | C4-2BADbIR | resistencia) | 22RViwt | 22RV1AbiR | resistencia)

5 72.4 103.9 314 54.8 103.3 48.5

10 79.1 103.9 24.8 38.5 103.9 65.4

20 70.3 91.2 20.9 33.7 91.2 57.6

40 68.8 101.3 32.5 54.7 101.3 46.6

Tabla 5. Porcentajes de supervivencia celular y porcentajes de resistencia a

Abiraterona para células 22RV1 AbiR y C4-2B AbiR, tratadas con distintas

concentraciones de Abiraterona.
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Figura 7. Los porcentajes de supervivencia frente a Abiraterona
son significativamente mayores en células AbiR a 72 horas de
tratamiento. Porcentajes de supervivencia en lineas celulares (A) C4-2B y
(B) 22RV1 wt y AbiR. Prueba estadistica two way ANOVA con comparaciones
multiples por test Sidak. Las graficas muestran la media de 3 réplicas
independientes y las barras de error representan error estdndar (SEM). (**** p
< 0,0001, ** p = 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, ns: diferencia estadistica no

significativa).

Adicionalmente, el analisis de muerte en tiempo real mostré que las células
AbiR presentaron una disminucion estadisticamente significativa de los
porcentajes de muerte celular, en comparacion con las células wt, frente a 10
MM de acetato de Abiraterona, tanto para las células C4-2B, como para las

células 22RV1. Sin embargo, es importante notar que tanto las células wt

57



como AbiR no presentan porcentajes de muerte superiores al 50% de las
células totales para todos los tiempos hasta 72 horas de tratamiento (Figuras

8y 0).

€ C428wt €@ 22RVIwt
i C4-2BAbIR B 22RV1 AbR

40 40

w
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Figura 8. Las células AbiR disminuyen la muerte celular en el
tiempo frente a la Abiraterona. Curvas de muerte por analisis en tiempo
real, en lineas celulares (A) C4-2B y (B) 22RV1 wt y AbiR, tratadas con 20 uM
y 10 uM de acetato de Abiraterona, respectivamente. Las graficas muestran la
media de 3 réplicas independientes y las barras de error representan

desviacién estandar (SD).
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Figura 9. Las células AbiR poseen menor muerte celular frente a
10 uM de Abiraterona. Porcentajes de muerte a tiempo final de 72 horas
en lineas celulares (A) C4-2B y (B) 22RV1 wt y AbiR. Prueba estadistica two
way ANOVA con comparaciones mdltiples por test Sidak. Las gréficas
muestran la media de 3 réplicas independientes y las barras de error
representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

* p £0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

Los analisis de proliferacion y muerte celular en tiempo real mostraron que las
diferencias mas significativas en los porcentajes de supervivencia y muerte
celular entre las células wt y sus contrapartes AbiR tratadas con este farmaco,
se observan después de las 24 horas. Este hallazgo es crucial para los

estudios posteriores destinados a evaluar la actividad biologica de
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compuestos con potencial terapéutico contra células de los modelos de CRPC

resistentes a la Abiraterona desarrollados.

En resumen, los andlisis por cristal violeta y los analisis de proliferacion celular
en tiempo real muestran que tanto las células C4-2B AbiR, como 22RV1 AbiR
presentan una supervivencia celular significativamente mayor frente a las
méaximas concentraciones utilizadas en el tratamiento cronico con acetato de

Abiraterona, en comparacion con sus pares wt.

Durante la validacion de las células C4-2B y 22RV1 AbiR como modelos de
resistencia a la Abiraterona, utilizamos dos metodologias para la medicion de
la proliferacion celular: tincién con cristal violeta y andlisis de proliferacion en
tiempo real. Cualitativamente, el analisis en tiempo real presenta ventajas
significativas sobre el cristal violeta, especialmente en cuanto a tiempos de
analisis. Aunque ambas técnicas se basaron en un tratamiento de 72 horas, el
tiempo necesario para realizar los procedimientos difirid considerablemente.
El tratamiento manual de cada placa de 96 pocillos con cristal violeta requiere
un promedio de 2 horas, mientras que el analisis de proliferacién en tiempo
real, utilizando el sistema OP-2, reduce este tiempo a aproximadamente 20

minutos por placa.

Ademas, la metodologia de cristal violeta requiere pasos adicionales, como el

fijado con etanol y lavados posteriores, lo que en nuestra experiencia provoca
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el desprendimiento de células fijadas, afectando la precision de los resultados.
Esto se refleja al comparar las curvas dosis-respuesta obtenidas por ambos
métodos, las cuales, a pesar de indicar una misma tendencia, presentan
discrepancias (Figura S1). El analisis de proliferacién en tiempo real, por otro
lado, no depende del operador y no requiere manipulaciones posteriores que
puedan alterar los resultados, lo que lo convierte en una opcion mas fiable. En
este sentido, la tincion con cristal violeta puede sobrestimar algunos resultados
debido a los efectos del proceso de fijacion, como se evidencia en los

porcentajes de resistencia observados en las lineas celulares AbiR (Tabla S1).

Por estas razones, la metodologia seleccionada para evaluar compuestos,
correspondiente al Objetivo 2 de esta tesis, fue el andlisis de proliferacion y

muerte celular en tiempo real.

8.2 Las células de CRPC resistentes a Abiraterona C4-2B AbiR y 22RV1 AbiR
presentan un aumento en la expresion de marcadores de resistencia a

terapia de castracién y resistencia a Abiraterona.

Con el objetivo de caracterizar las lineas celulares resistentes a Abiraterona, se
analiz6 la expresién proteica de los marcadores de progresion de CRPC vy
resistencia a la Abiraterona: AR; PSA; CYP17Aly 173-HSD mediante Western Blot.
Los resultados muestran que las células C4-2B AbiR y 22RV1 AbiR presentan un
aumento en la expresion del marcador de progresion de CRPC y resistencia a

Abiraterona, AR de 1,5 veces, con respecto a las lineas celulares wt (Figura 10).
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Como se ha mencionado anteriormente, la sobreexpresion de AR ha sido
ampliamente relacionada al desarrollo del CaP. Particularmente, se ha demostrado
que AR se encuentra sobreexpresado en la mayoria de los casos de CRPC y puede
actuar como parte de un mecanismo de resistencia a terapias antiandrogénicas

como la Abiraterona.
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Figura 10. Las células de CRPC resistentes a la Abiraterona C4-
2B AbiR y 22RV1 AbiR aumentan la expresion AR. A) Gréfica de
cuantificacion de AR en células C4-2B AbiR con respecto a células wt. B)
Western Blot de AR y alfa tubulina en células C4-2B wt y C4-2B AbiR. C)
Gréfica de cuantificacién de AR en células 22RV1 AbiR con respecto a células
wt. D) Western Blot de AR y alfa tubulina en células 22RV1 wty 22RV1 AbiR.
Las graficas representan la media £+ SEM de 4 réplicas independientes. Se
evalué la significancia mediante un test t-student con un n=3. *p<0.05; n.s: no

significativo (p>0.05).

Los resultados obtenidos también revelan un incremento en la expresion de la
enzima esteroidogénica CYP17Al tanto en las células C4-2B AbiR como en las
22RV1 AbIR, con aumentos de 1,5 y 3 veces, respectivamente (Figura 11).
CYP17Al1 es fundamental en la esteroidogénesis intratumoral y constituye el
principal blanco de la Abiraterona, desempefiando un papel clave en los
mecanismos de resistencia a los antiandrogénicos. En este contexto, nuestros
hallazgos sugieren la presencia de un mecanismo de retroalimentacién negativa, en
el cual el bloqgueo de CYP17A1 mediado por la Abiraterona podria inducir una
sobreexpresion compensatoria de esta enzima, contribuyendo a la resistencia

terapéutica.
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Figura 11. Las células de CRPC resistentes a la Abiraterona C4-2B
AbiR y 22RV1 AbiR aumentan la expresién de la enzima
esteroidogénica CYP17A1l. A) Gréfica de cuantificacion de CYP17Al en
células C4-2B AbiR con respecto a células wt . B) Western Blot de CYP17Al y
GAPDH en células C4-2B wt y C4-2B AbiR. C) Gréfica de cuantificacion de
CYP17A1 en células 22RV1 AbiR con respecto a células wt. D) Western Blot de
CYP17A1 y GAPDH en células 22RV1 wt y 22RV1 AbiR. Los datos se presentan
como media £+ SEM de 4 réplicas independientes. Se evalud la significancia

mediante un test t-student con un n=3. *p<0.05; n.s: no significativo (p>0.05).

Adicionalmente, se evaluo la expresion de la enzima esteroidogénica 17p3-HSD.
Esta enzima cataliza otra de las reacciones claves en la esteroidogénesis
intratumoral, la cual permite la conversion de dehidroepiandrosterona a
androstenediol y de androsterona a testosterona y consiguiente conversion a DHT.
De manera interesante, los resultados del Western Blot contra 173-HSD mostraron
un aumento de 1,8 veces en la expresion de una proteina de aproximadamente 80
kDa en la linea celular C4-2B AbiR, en comparacion con la linea celular C4-2B wt
(Figura 12A). Esta banda podria corresponder a la 173-HSD tipo 4 (cuyo peso
esperado es de 80 kDa) , la cual esta relacionada con el desarrollo de otros tipos de
cancer, como el colorrectal (English et al., 2001). Dicha banda de 80 kDa también
presenta un aumento en las células 22RV1 AbiR, con respecto a las células 22RV1

AbiR (Figura S2). Sin embargo, se requieren de otros estudios para verificar su
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identidad. Por otro lado, las células 22RV1 AbiR presentaron un aumento de 1,7

veces en la enzima 17B-HSD tipo 1, en comparacion con las células wt (Figura 12B).

En conjunto, estos datos indican que las células C4-2B AbiR y 22RV1 AbiR
incrementan la expresion de marcadores previamente identificados como asociados

a la resistencia a la Abiraterona.
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Figura 12. Las células de CRPC resistentes a la Abiraterona C4-2B
AbiR y 22RV1 AbiR aumentan Ila expresion de la enzima
esteroidogénica 17b-HSD. A) Gréfica de cuantificacion de 17p3-HSD en células
C4-2B AbiR con respecto a células wt. B) Western Blot de 173-HSD y alfa tubulina
en células C4-2B wt y C4-2B AbiR. C) Gréfica de cuantificacion de 17B-HSD en
células 22RV1 AbiR con respecto a células wt. D) Western Blot de 17p-HSD vy alfa
tubulina en células 22RV1 wt y 22RV1 AbiR. Los datos se presentan como media =
SEM de 4 réplicas independientes. Se evalué la significancia mediante un test t-

student con un n=3. *p=<0.05; n.s: no significativo (p>0.05).

Finalmente, el andlisis de la expresién de PSA, el marcador clinico de la progresion
del CRPC, mostré un aumento estadisticamente significativo en las células C4-2B
AbiR y 22RV1 AbiR en comparacion con sus pares wt (Figura 13). Estos
incrementos fueron de 2,1y 17 veces, respectivamente y muestran la funcionalidad

de AR sobreexpresado.
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Figura 13. Las células de CRPC resistentes a la Abiraterona C4-2B
AbiR y 22RV1 AbiR aumentan la expresion del marcador de
progresion bioquimica de PSA. A) Gréafica de cuantificacion de PSA en
células C4-2B AbiR con respecto a celulas wt. B) Western Blot de PSA y alfa tubulina
en células C4-2B wt y C4-2B AbiR. C) Gréfica de cuantificacion de PSA en células
22RV1 AbiR con respecto a células parentales. D) Western Blot PSA y alfa tubulina
en células 22RV1 wt y 22RV1 AbiR. Los datos se presentan como media + SEM de
4 réplicas independientes. Se evalud la significancia mediante un test t-student con

un n=3. *p<0.05; n.s: no significativo (p>0.05).

En resumen, los resultados indican que las células C4-2B y 22RV1 resistentes a la
Abiraterona muestran un aumento en la expresion de marcadores asociados a la
resistencia a terapias antiandrogénicas, como la Abiraterona, y presentan

diferencias moleculares en comparacion con las células wt.

8.3 Los ensayos de proliferacion y muerte en tiempo real en células
resistentes a Abiraterona de las lineas celulares C4-2B AbiR y 22RV1
AbiR permiten la identificacion de compuestos con actividad potencial

contra el CRPC resistente a Abiraterona.

Una vez que las lineas celulares C4-2B AbiR y 22RV1 AbiR fueron validadas como
modelos de CRPC resistente a la Abiraterona, se evaluo la actividad de varios
compuestos con potencial para tratar este tipo de cancer resistente. Estos

compuestos fueron seleccionados basandose en evidencia previa de nuestro

71



laboratorio que demuestra su eficacia contra modelos celulares de CaP y CRPC, lo
gue los posiciona como candidatos prometedores para combatir el CRPC resistente
a la Abiraterona. La evaluacion de los compuestos se realizé mediante la
metodologia de andlisis de proliferacion y muerte en tiempo real, debido que esta
permite obtener informacién de tiempos, muerte y proliferacién en el tiempo, en
contraste con la metodologia de cristal violeta que solo permite un andlisis de la

supervivencia celular a un tiempo final.

Por un lado se evaluo la actividad de las moléculas L-butiniona-(S, R) Sulfoximina
e Imidazol Cetona Erastina en los modelos de CRPC AbiR generados, asi como

también en sus contrapartes wt.

Estos dos compuestos corresponden a inhibidores de la sintesis de glutation, lo cual
podria generar un mecanismo de muerte celular por acumulacion de ROS, como se
expuso anteriormente, ademas de la disminucién de los niveles de AR. Brevemente,
la L-butionina-(S,R)-Sulfoximina (BSO) es un aminoécido sintético analogo al
glutamato que bloquea la sintesis de glutatiéon al inhibir a la enzima vy-
glutamilcisteina sintetasa (y-GCL) (Griffith, 1982). Por otro lado, la Imidazol Cetona
Erastina (IKE) desencadena la inanicion de cisteina en la célula y, por consiguiente,
la deplecion de glutation en la célula (Ferrada et al., 2023). Por esto, tanto BSO
como IKE podrian tener una potencial actividad frente al CRPC resistente a la

Abiraterona.

Las células C4-2B exhibieron una proliferacion celular 50% menor en comparacion

con sus pares wt, frente a la maxima concentracion de BSO (Figura 14A).
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Paralelamente, las células 22RV1 AbiR presentaron mayor sensibilidad a BSO
desde los 12,5 uM hasta los 400 uM, donde se observa una disminucion en la
proliferacion celular desde un 10% a un 50%, respectivamente, en comparacion con

sus pares wt (Figura 15A).

En conjunto resultados derivados del andlisis de proliferacion en tiempo real
mostraron que tanto las células C4-2B AbiR como 22RV1 AbiR disminuyeron la
proliferacion celular cerca de un 50% en comparacion a sus pares wt, frente a la
maxima concentracion de BSO utilizada, mostrando mayor sensibilidad al farmaco
a una dosis de 400 uM y un tiempo total de tratamiento de 72 horas (Figuras 14B y

15B).

Por ultimo, los resultados de muerte por andlisis en tiempo real mostraron que a 50
uM de BSO, no se observa muerte celular ni diferencias estadisticamente
significativas en las lineas celulares C4-2B wty C4-2B AbiR, desde 0 hasta 72 horas
(Figura 14D). Por otro lado, es posible observar, que tanto las células 22RV1 wt,
como 22RV1 AbiR presentan una muerte basal de un 30%, sin embargo, luego de
10 horas con el tratamiento, la muerte celular se mantiene sin variaciones

estadisticamente significativas a todos los tiempos (Figura 15D).
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Figura 14. EIl tratamiento con BSO genera efectos diferenciales

en células C4-2B wt y AbiR. (A) Curvas dosis/respuesta a tiempo final de

72 horas, en lineas celulares C4-2B wt y C4-2B AbiR. (B) Proliferacion celular

en células C4-2B wt y AbiR, tratadas con concentraciones crecientes de BSO.

(C) Proliferacion celular en tiempo real en células C4-2B wt y C4-2B AbiR

tratadas a 50 uM de BSO. (D) Muerte celular en tiempo real en células C4-2B

wt y C4-2B AbIR tratadas con 50 uM de BSO. Prueba estadistica two way
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ANOVA con comparaciones multiples por test Sidak. Los resultados se

muestran como media de 3 réplicas independientes y las barras de error

representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

* p £ 0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).
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de BSO. (C) Proliferacion celular en tiempo real en células 22RV1 wty 22RV1
AbiR, tratadas con 50 uM de BSO. (D) Muerte celular en tiempo real en células
22RV1 wty 22RV1 AbIR, tratadas con 50 uM de BSO. Prueba estadistica two
way ANOVA con comparaciones multiples por test Sidak. Los resultados se
muestran como media de 3 réplicas independientes y las barras de error
representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

* p £0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

Por su parte, los tratamientos con IKE mostraron que tanto las células C4-2B AbiR,
como 22RV1 AbiR presentaron una disminucion en su proliferacién celular, frente a
sus pares wt, a la concentracion maxima de IKE utilizada y un tiempo final de
tratamiento de 72 horas. Dicha disminucion en la proliferacion corresponde a un
50% para ambas lineas celulares, presentando diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con las células C4-2B wt y 22RV1 wt (Figuras 16A y

17A).

Particularmente, las células C4-2B AbiR presentaron una disminucién en la
proliferacion celular al tiempo final de 72 horas, en comparacién a las células C4-
2B wt, a partir de los 10 uM de IKE (Figura 16B). Analogamente, las células 22RV1
AbiR presentaron una disminucion estadisticamente significativa de la proliferacion
respecto al control sin tratamiento de cerca de un 20%, también con un tiempo de

tratamiento de 72 horas y una concentracion de 10 uM de IKE (Figura 17B).

Ademas, a una concentracion de 5 uM (ICzs para las lineas celulares AbiR), tanto
las células C4-2B AbiR como 22RV1 AbiR presentaron una mayor proliferacion
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celular en comparacioén a las células wt, lo que podria indicar que las células AbiR

poseen una tasa proliferativa superior a las células wt (Figuras 16Cy 17C).

Los datos obtenidos desde los andlisis de muerte celular mostraron que, al igual
gue en los tratamientos con 50 uM de BSO, los tratamientos con 5 uM de IKE no
generaron muerte celular en las lineas celulares C4-2B wt y C4-2B AbiR. Por otro
lado, tanto las células 22RV1 wt como 22RV1 AbiR presentan una muerte basal a
tiempo 0 (20%), en las mismas condiciones descritas anteriormente, sin embargo,
esta se mantiene practicamente invariable hasta alcanzar las 72 horas de

tratamiento (Figuras 16D y 17D).
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Figura 16. El tratamiento con IKE genera efectos diferenciales en
células C4-2B wt y AbiR. (A) Curvas dosis/respuesta a tiempo final de 72
horas en lineas celulares C4-2B wt y C4-2B AbiR. (B) Proliferacion celular en
células C4-2B wt y AbiR, tratadas con concentraciones crecientes de IKE. (C)
Proliferacion celular en tiempo real en células C4-2B wty C4-2B AbiR tratadas
con 5 uM de IKE. (D) Muerte celular en tiempo real en células C4-2B wt y C4-
2B AbIR, tratadas con 5 uM de IKE. Prueba estadistica two way ANOVA con

comparaciones multiples por test Sidak. Los resultados se muestran como
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media de 3 réplicas independientes y las barras de error representan error
estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, ns:

diferencia estadistica no significativa).
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Figura 17. El tratamiento con IKE genera efectos diferenciales en
células 22RV1 wt y AbiR. (A) Curvas dosis/respuesta a tiempo final de 72
horas en lineas celulares 22RV1 wty 22RV1 AbiR. (B) Proliferacion celular en
células 22RV1 wt y AbiR, tratadas con concentraciones crecientes de IKE. (C)
Proliferacion celular en tiempo real en células 22RV1 wt y 22RV1 AbiR

tratadas con 5 uM de IKE. (D) Muerte celular en tiempo real en células 22RV1
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wt y 22RV1 AbiR tratadas con 5 uM de IKE. Prueba estadistica two way
ANOVA con comparaciones multiples por test Sidak. Los resultados se
muestran como media de 3 réplicas independientes y las barras de error
representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

*p < 0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

Luego de evaluar la accidén de estas moléculas por si solas frente a las células AbiR
y Sus pares wt, se propuso evaluar el co-tratamiento de estas moléculas en conjunto
con Abiraterona, con el fin de emular el tratamiento clinico y su efecto frente a

células de CRPC resistentes a Abiraterona.

El analisis de proliferacion por microscopia en tiempo real mostré una disminucion
en la proliferacién celular para las células C4-2B wt tratadas con 20 uM de
Abiraterona, al igual que los co-tratamientos con 20 uM de Abiraterona y 50 uM de
BSO o 5 uM de IKE. Estas disminuciones estadisticamente significativas a 72 horas
de tratamiento constaron de valores cercanos al 50%, en comparacién con el control
sin tratamiento. Ademas, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la proliferacion celular respecto al control a 72 horas para los
tratamientos de 50 uM de BSO o 5 uM de IKE (Figuras 18A y B). Por otro lado, las
células C4-2B AbiR no mostraron diferencias estadisticamente significativas en la
proliferacion a tiempo final con respecto al control para ninguno de los tratamientos
empleados, salvo el tratamiento de 20 uM de Abiraterona en co-tratamiento con 50
uM de BSO (Figuras 18C y D), lo cual podria mostrar un efecto sinérgico entre

ambos farmacos en este modelo celular.
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En conjunto, estos resultados muestran que las células de la linea celular C4-2B
AbiR pierden sensibilidad frente al co-tratamiento de Abiraterona e IKE a
concentraciones de 20 uM y 5 uM, respectivamente, a un tiempo final de 72 horas,
en comparaciéon con las células C4-2B wt. Por otro lado, las células C4-2B AbiR

células mantienen la sensibilidad al co-tratamiento con 20 uM de Abiraterona y 50

uM de BSO a un tiempo final de 72 horas.

81



Proliferacion celular
(relativo al nimero de células a tiempo inicial)

& Control

- Abiraterona 20.0 uM

& BSO 50,0 uyM

¥ IKE 5,0 uM

~- BSO50uM +
Abiraterona 20,0 uM

@ IKE5puM+
Abiraterona 20,0 uM

Proliferacién celular
(relativo al nimero de células a tiempa inicial)

20

T
40

Tiempo (horas)

60

©- Control

-# Abiraterona 20.0 yM

-4~ BS0 50,0 uM

¥ IKE 5,0 uM

-~ BSOS50 M +
Abiraterona 20,0 pM

@ IKE5uM+
Abiraterona 20,0 pM

Figura

18.

T
40

Tiempo (horas)

Los co-tratamientos de Abiraterona y BSO o

60

80

Proliferacion celular (relativo al control)

Proliferacién celular (relativo al control)

2.0+ ok
| *k
I ns
= I
I R |
1.0
0.5+
0.0~
S S & & &
& o o o¥ oY o¥
d o N o
G G ¢ G G
& o ¥ & &
© © ©
g g &
& &8 &
¥ A
SIS
SY O
&
&
ns
2.09
| *
| ns
1.5+ | ns
ns
1.0
0.5+
0.0
& & & & S
& o¥ o¥ o¥ o¥  o¥
e N & ot 3 )
@ Ie) & ° ®
& A &
& @ & &
N N o
.\‘Q \‘Q \{b
¥ I
SEEE
& &8
& &
&

82



Abiraterona e IKE no generan disminucion de la proliferaciéon
celular en la linea celular C4-2B AbiR. (A) Proliferacion celular en
tiempo real y (B) proliferacion celular respecto al control sin tratamiento en
células C4-2B wt tratadas con Abiraterona, BSO e IKE. (C) Proliferacién celular
en tiempo real y (D) proliferacion celular respecto al control sin tratamiento en
células C4-2B AbiR tratadas con Abiraterona, BSO e IKE. Prueba estadistica
one way ANOVA con comparaciones multiples por test Dunnet. Los resultados
se muestran como media de 3 réplicas independientes y las barras de error
representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

* p £ 0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

Por otro lado, las células de la linea celular 22RV1 wt exhibieron una disminucion
en la proliferacion celular cercana al 50% frente a 10 uM de Abiraterona, en
comparacion al control sin tratamiento. Ademas, se observé una disminucién en la
proliferacion celular a un tiempo final de 72 horas, frente a los co-tratamientos de
Abiraterona y BSO y Abiraterona e IKE, en las mismas condiciones expuestas
anteriormente (Figuras 19Ay B). Por otro lado, las células de la linea celular 22RV1
AbiR no mostraron sensibilidad al tratamiento de ninguno de los farmacos
empleados por si solos, lo cual se evidencia en que no existen diferencias
estadisticamente significativas en la proliferacion respecto al control sin tratamiento
a un tiempo final de 72 horas. No obstante, las células 22RV1 AbiR disminuyeron la
proliferacion celular con respecto al control sin tratamiento al ser co-tratadas por 72

horas con Abiraterona e IKE, en concentraciones de 10 uM y 5 uM (Figuras 19C y
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D), respectivamente, lo cual podria indicar un posible efecto sinérgico entre ambos

farmacos.
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Figura 19. Las células 22RV1 AbiR disminuyen la proliferacion

celular frente al co-tratamiento de Abiraterona e IKE. (A)
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Proliferacion celular en tiempo real y (B) proliferacion celular respecto al
control sin tratamiento en células 22RV1 wt. (C) Proliferacién celular en tiempo
real y (D) proliferacion celular respecto al control sin tratamiento en células
22RV1 AbIiR. Prueba estadistica one way ANOVA con comparaciones
multiples por test Dunnet. Los resultados se muestran como media de 3
réplicas independientes y las barras de error representan error estandar
(SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, ns: diferencia

estadistica no significativa).

Los analisis de muerte celular en tiempo real mostraron que las células de la
linea celular C4-2B wt presentaron un mayor porcentaje de muerte celular
(16,4%) cuando fueron tratadas con una combinacién de 20 uM de Abiraterona
y 5 uM de IKE a un tiempo final de 72 horas. En cambio, el tratamiento con
cada farmaco por separado no generé diferencias estadisticamente
significativas en la muerte celular . Sin embargo, es importante destacar que
el tratamiento con 5 yM de IKE, aunque no significativo, aumenté la muerte
celular en un 15,1% en comparacion con el control sin tratamiento (Figuras 20
Ay B), lo que sugiere que el incremento observado en el co-tratamiento con
Abiraterona e IKE podria deberse principalmente al efecto del IKE. De manera
similar, en la linea celular C4-2B ADbIR no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la muerte celular al final del experimento
para ninguno de los tratamientos aplicados. No obstante, se detectdo un

aumento en la muerte celular cuando las células fueron tratadas con una
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combinacion de 10 uM de Abiraterona y 5 uM de IKE (Figuras 20C y D).
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Figura 20. La muerte celular en células C4-2B AbiR no se ve

alterada significativamente frente a
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Abiraterona y BSO o Abiraterona e IKE. (A) Muerte celular en tiempo
real y (B) muerte celular respecto al control sin tratamiento en células C4-2B
wt. (C) Muerte celular en tiempo real y (D) muerte celular respecto al control
sin tratamiento en células C4-2B AbiR. Prueba estadistica one way ANOVA
con comparaciones multiples por test Dunnet. Los resultados se muestran
como media de 3 réplicas independientes y las barras de error representan
error estandar (SEM). (**** p £0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, ns:

diferencia estadistica no significativa).

En los analisis de muerte celular en la linea celular 22RV1 wt, se registré una
muerte basal del 19,1 % en el control sin tratamiento. Los tratamientos con
Abiraterona, IKE, Abiraterona combinada con BSO y Abiraterona combinada
con IKE mostraron un aumento estadisticamente significativo en la muerte
celular, alcanzando un 41,7 %, 30,1 %, 35,7 % y 82,9 %, respectivamente
(Figuras 21A y B). En cambio, el tratamiento con BSO no produjo un
incremento significativo en comparacion con el control. Por otro lado, en la
linea celular 22RV1 AbiR, se observé una muerte celular basal del 12%, y solo
el tratamiento combinado de Abiraterona y BSO logré un aumento significativo
en la muerte celular, alcanzando un 37,8%. Sin embargo, este efecto fue
menor en comparacion con el observado en las células 22RV1 wt (Figuras 21

CyD)
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Figura 21. Las células 22RV1 aumentan la muerte celular cuando

son co-tratadas con Abiraterona. e IKE. (A) Muerte celular en tiempo



real y (B) muerte celular respecto al control sin tratamiento en células 22RV1
wt. (C) Muerte celular en tiempo real y (D) muerte celular respecto al control
sin tratamiento en células 22RV1 AbiR. Prueba estadistica one way ANOVA
con comparaciones multiples por test Dunnet. Los resultados se muestran
como media de 3 réplicas independientes y las barras de error representan
error estandar (SEM). (**** p <0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, ns:

diferencia estadistica no significativa).

PIBK/AKT/mTOR corresponde a una via de sefalizacibn que cobra
importancia en cancer al estar involucrada en procesos de supervivencia y
proliferacion celular (Franke et al., 2003; Samakova et al., 2019). Estudios
previos de nuestro laboratorio muestran que la via AKT se activa al tratar
lineas celulares de CRPC con lipoproteina de baja densidad oxidada (oxLDL).
Sin embargo, los mismos resultados muestran que la Quercetina previene esta
activacion inducida por oxLDL en las mismas lineas celulares (Duprat et al.,
2023). Debido a estos hallazgos es que se propone que Quercetina podria
tener efectos en la proliferacién y muerte celular inducida por activacién de

AKT en células de CRPC resistentes a Abiraterona.

Los analisis de proliferacion celular en tiempo real muestran que la Quercetina
reduce significativamente la proliferacion de las células C4-2B AbiR a una
concentracion de 3,13 uM, en comparacion con las células C4-2B wt, lo que

sugiere que las células AbiR son mas sensibles a la Quercetina que las células
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wt. Esta diferencia en la sensibilidad también se mantiene a concentraciones

de 6,25 yM y 12,5 pM (Figura 22A y B).

Es importante destacar que a una concentracién de 25 yM de Quercetina,
tanto las células wt como AbIR experimentan una disminuciébn en la
proliferacion celular después de 72 horas, sin que se observe un efecto
diferencial entre ambas lineas celulares en ninguno de los tiempos analizados

(Figura 22C).

Los analisis de muerte celular en tiempo real revelan que las células C4-2B
AbiR presentan una muerte basal cuando son tratadas con 25 uM de
Quercetina desde el inicio del tratamiento (tiempo 0), y este efecto se mantiene
constante hasta aproximadamente las 40 horas de tratamiento. En cambio, las
células C4-2B wt no mostraron diferencias en la muerte celular en ninguno de
los tiempos evaluados (Figura 22D). Estos hallazgos refuerzan la idea de una
sensibilidad diferencial a la Quercetina entre las células C4-2B wt y C4-2B

AbIR.
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Proliferacion celular en tiempo real en células C4-2B wt y C4-2B AbiR tratadas
con 25 uM de Quercetina. (D) Muerte celular en tiempo real en células C4-2B
wt y C4-2B AbiR tratadas con 25 uM de Quercetina. Prueba estadistica two
way ANOVA con comparaciones multiples por test Sidak. Los resultados se
muestran como media de 3 réplicas independientes y las barras de error
representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

* p £0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

Tanto las células 22RV1 wt como las 22RV1 AbiR muestran una disminucion
en la proliferacion celular cuando se tratan con Quercetina a partir de una
concentracion de 6,25 pM; sin embargo, no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre ambas lineas celulares a tiempo final
para ninguna de las concentraciones (Figura 23A y B) ni a todos los tiempos

para una concentracion fija de 25 uM de Quercetina.

En cuanto a los andlisis de muerte celular, se observa que las células 22RV1
wt presentan una muerte basal del 50% a tiempo 0, pero este valor disminuye
con el tiempo (Figura 23D). Esto sugiere un proceso de degradacion del ADN
debido a la pérdida completa de la integridad celular, lo que impide la
fluorescencia de la sonda SYTOX green utilizada en estos andlisis. Estos
resultados apuntan a un efecto diferencial de la Quercetina entre las células
AbiR y wt, donde las células AbiR son significativamente mas sensibles a la

Quercetina en comparacion con las células wt.
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wt y AbIiR, tratadas con concentraciones crecientes de Quercetina. (C)
Proliferacion celular en tiempo real en células 22RV1 wt y 22RV1 AbiR
tratadas con 25 uM de Quercetina. (D) Muerte celular en tiempo real en células
22RV1 wt y 22RV1 AbIR tratadas 25 uM de Quercetina. Prueba estadistica
two way ANOVA con comparaciones muiltiples por test Sidak. Los resultados
se muestran como media de 3 réplicas independientes y las barras de error
representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

* p £0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

En la misma linea de la importancia que cobra la via AKT/mTOR, es que se evaluo
la accion del inhibidor de AKT, KU-0063794 (IAKT), el cual ha sido previamente
evaluado en otros modelos celulares de cancer, donde se ha demostrado su efecto

y modulacién de la proliferacion celular.

Los analisis de proliferacion celular en tiempo real mostraron una respuesta
diferencial entre las células C4-2B wt y C4-2B AbiR cuando se trataron con
concentraciones de IAKT que oscilaron entre 0,78 nM y 6,25 nM. En este rango, se
observaron diferencias en la proliferacion celular con respecto al control sin
tratamiento, con una reduccion del 30% y 50% para las respectivas concentraciones
de IAKT (Figura 24A y B). Ademas, las curvas de proliferaciéon celular a lo largo del
tiempo, frente a 6,25 nM de IAKT, mostraron un menor crecimiento en las células
C4-2B AbiR en comparacion con las células C4-2B wt a partir de aproximadamente

40 horas de tratamiento (Figura 24C). Estos resultados sugieren que las células C4-
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2B AbiR son mas sensibles al IAKT en comparacién con las células wt, bajo las
mismas condiciones de tratamiento.

No se observé muerte celular estadisticamente significativa frente al control, ni
diferencias entre las dos lineas celulares para los tratamientos con 6,25 nM de IAKT

(Figura 24D).
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tiempo real en células C4-2B wt y C4-2B AbiR tratadas con 6,25 nM de IAKT.
(D) Muerte celular en tiempo real en células C4-2B wt y C4-2B AbiR tratadas
con 6,25 nM de IAKT. Prueba estadistica two way ANOVA con comparaciones
multiples por test Sidak. Los resultados se muestran como media de 3 réplicas
independientes y las barras de error representan error estdndar (SEM). (**** p
< 0,0001, ** p = 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, ns: diferencia estadistica no

significativa).

De manera similar, el analisis de proliferacion celular mostro efectos diferenciales
en la proliferacién relativa al control a las 72 horas solo a concentraciones de 3,13
nM (10%) y 100 nM (16%) entre las lineas celulares 22RV1 wty 22RV1 AbiR (Figura
24A y B). Es importante destacar que, al igual que en las células C4-2B, se
observaron diferencias a 6,25 nM de tratamiento, lo cual concuerda con los analisis
de proliferacién a lo largo de todos los tiempos desde el inicio del experimento. Sin
embargo, estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas (Figura

24C).

Asimismo, al tratar las células con 6,25 nM de IAKT, no se observaron diferencias
en la muerte celular en tiempo real, al igual que en el caso de las células C4-2B

(Figura 24D.
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de IAKT. (C) Proliferacion celular en tiempo real en células 22RV1 wty 22RV1
AbiR, frente a 6,25 nM de IAKT. (D) Muerte celular en tiempo real en células
22RV1 wt y 22RV1AbIR, frente a 6,25 nM de IAKT. Prueba estadistica two
way ANOVA con comparaciones multiples por test Sidak. Los resultados se
muestran como media de 3 réplicas independientes y las barras de error
representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

* p £0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

Al igual que con los inhibidores de la sintesis de GSH, una vez evaluada la accién
individual de estas dos moléculas, Quercetina e IAKT, frente a las lineas celulares
wt y AbiR, se procedio a evaluar su efecto en combinacién con Abiraterona.

Los resultados muestran que tanto las células C4-2B wt muestran una disminucion
en la proliferaciéon celular a 72 horas cuando son tratadas con 20 yM en conjunto
con 6,25 nM de IAKT o 25 uM de Quercetina, sin embargo, no se observan efectos
diferenciales con respecto al tratamiento con Abiraterona por si sola. En todos los
casos, se observa una disminucion en la proliferacion celular cercana al 75% (Figura

26Ay B).

Por otro lado, las células C4-2B AbiR, mostraron una disminucion en la proliferacion
celular del 32%, diferencia estadisticamente significativa, mientras que el
tratamiento con Abiraterona en conjunto con IAKT y Quercetina generé una
disminucién en la proliferacion celular estadisticamente significativa del 79,2% para

ambos casos (Figura 26C y D), lo cual podria ser indicativo que la inhibicion de AKT
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por IAKT o Quercetina puede restaurar el efecto de la Abiraterona en células

resistentes a esa droga.
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Abiraterona. (A) Proliferacion celular en tiempo real y (B) proliferacion
celular respecto al control sin tratamiento en células C4-2B wt. (C)
Proliferacion celular en tiempo real y (D) proliferacion celular respecto al
control sin tratamiento en células C4-2B AbiR. Prueba estadistica one way
ANOVA con comparaciones multiples por test Dunnet. Los resultados se
muestran como media de 3 réplicas independientes y las barras de error
representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

* p £ 0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

En cuanto a la muerte celular, los resultados indican que las células C4-2B wt
presentan un aumento en la muerte celular al final del experimento en
comparacién con el control sin tratamiento cuando se les administra IAKT o
Quercetina en combinacion con Abiraterona. Sin embargo, estas diferencias

no resultaron estadisticamente significativas (Figura 27A y B).

Por otro lado, las células AbiR muestran un aumento significativo en la muerte
celular en comparacion con el control sin tratamiento cuando se les trata con
Quercetina o IAKT, alcanzando valores de 22,5% y 16,8%, respectivamente

(Figura 27C y D).

En conjunto, estos datos sugieren que tanto las células C4-2B wt como las
ADbIR se sensibilizan a la Abiraterona cuando se combinan con un inhibidor de

AKT, lo que resalta la importancia de esta via en la resistencia a la Abiraterona
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en el CRPC. Este mecanismo podria ser un posible foco terapéutico que

deberia explorarse en estudios futuros.
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2B AbiR. (A) Muerte celular en tiempo real y (B) muerte celular respecto al
control sin tratamiento en células C4-2B wt. (C) Muerte celular en tiempo real
y (D) muerte celular respecto al control sin tratamiento en células C4-2B AbiR.
Prueba estadistica one way ANOVA con comparaciones multiples por test
Dunnet. Los resultados se muestran como media de 3 réplicas independientes
y las barras de error representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p

< 0,001, * p<0,01, * p = 0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

Paralelamente, las células de la linea 22RV1 wt no mostraron diferencias
significativas en comparacion con el control sin tratamiento. Sin embargo, se
observd que tanto el tratamiento con Quercetina como con Abiraterona
disminuyeron la proliferacion celular después de 72 horas (Figura 28A 'y B). Por otro
lado, las células 22RV1 AbiR experimentaron una reduccién en la proliferacion
celular en comparaciéon con el control cuando fueron tratadas con Quercetina,
Quercetina en combinacion con Abiraterona, e IAKT con Abiraterona (Figura 28C y
D). Nuestros resultados sugieren que las células 22RV1 AbiR se sensibilizan a la
Abiraterona cuando se combinan con un inhibidor de AKT, similar a lo observado en

las células C4-2B AbiR.
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Abiraterona. (A) Proliferacion celular en tiempo real y (B) proliferacion
celular respecto al control sin tratamiento en células 22RV1 wt. (C)
Proliferacion celular en tiempo real y (D) proliferacion celular respecto al
control sin tratamiento en células 22RV1 AbiR. Prueba estadistica one way
ANOVA con comparaciones multiples por test Dunnet. Los resultados se
muestran como media de 3 réplicas independientes y las barras de error
representan error estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01,

* p £ 0,05, ns: diferencia estadistica no significativa).

Por ultimo, los andlisis de muerte celular en tiempo real mostraron que las células
22RV1 wt, al igual que en ensayos anteriores, presentan una muerte basal cercana
al 20%. De manera interesante, esta muerte basal en el tiempo 0 se reduce cuando
las células son tratadas con IAKT en combinacion con Abiraterona o con Quercetina,
aungue estas reducciones se acercan al 0%, lo cual se considera ruido instrumental
(Figura 29A y B). Paralelamente, las células 22RV1 AbiR no mostraron un aumento
en la muerte celular en respuesta a ninguno de los tratamientos. Estos resultados
indican que, aunque la combinacion de Abiraterona con IAKT o Quercetina previene
la proliferaciéon celular, no induce muerte celular, lo que sugiere que estos

tratamientos pueden considerarse citostaticos (Figura 29C y D).
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Abiraterona no generan cambios significativos en la muerte
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celular de células 22RV1 AbiR. (A) Muerte celular en tiempo real y (B)
muerte celular respecto al control sin tratamiento en células 22RV1 wt. (C)
Muerte celular en tiempo real y (D) muerte celular respecto al control sin
tratamiento en células 22RV1AbiR. Prueba estadistica one way ANOVA con
comparaciones multiples por test Dunnet. Los resultados se muestran como
media de 3 réplicas independientes y las barras de error representan error
estandar (SEM). (**** p < 0,0001, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05, ns:

diferencia estadistica no significativa).

Finalmente, las células de todas las lineas fueron sometidas a ensayos de
citotoxicidad frente a la toxina de pez sapo (T. maculosa) codificada como AV-3.
Esta toxina produce una lesion caracterizada por una migracion retardada de
neutrofilos, produccion de citoquinas proinflamatorias importantes y necrosis en el
sitio de la herida, asi como una respuesta inmune sistémica especifica (Lopes-
Ferreira et al., 2022). Esta toxina se compone de un conjunto de moléculas que
presentan actividad proinflamatoria a través de la activacion de p38 y Nf-kB (datos

no publicados).

El tratamiento de las células C4-2B wt y AbiR no exhibié disminucion en la
proliferacion celular exceptuando a 0,02 mg/mL, donde es posible observar que la
proliferacion de las células C4-2B AbiR disminuye en un 25% con respecto al control
sin tratamiento, sin embargo, no se observan efectos significativamente

diferenciales con respecto a las células wt (Figura 30A, By C).
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Figura 30. Los tratamientos con AV3 generan diferencias
significativas en la proliferacion de células C4-2B AbiR. (A) Curvas
dosis/respuesta para células C4-2B wt y C4-2B AbiR frente a concentraciones
crecientes de AV-3. (B) Proliferacion celular de células C4-2B wt respecto al control
sin tratamiento. (C) Proliferacion celular de células C4-2B AbiR respecto al control

sin tratamiento.

Por otro lado, las células de la linea 22RV1 AbiR mostraron menor sensibilidad a la
toxina, con respecto a sus pares wt, puesto que esta Ultimas reducen
dramaticamente la proliferacion celular al ser tratadas con 0.02mg/mL de la toxina

en un 48 % (Figura 31A, By C).

Esto muestra una diferencia importante en la accion de esta toxina al ser usada
como tratamientos en los modelos celulares derivados de las lineas de CRPC C4-

2By 22RV1, indicando que existen diferentes vias de sefializacion que podrian estar
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alteradas en el CRPC resistente a la Abiraterona, dependiendo del genotipo de loas

células.
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Figura 31. Los tratamientos con AV-3 generan disminucién de la
proliferaciéon de células 22RV1 wt pero no de células 22RV1 AbiR. (A)
Curvas dosis/respuesta para células 22RViwt y 22RV1 AbiR frente a
concentraciones crecientes de AV-3. (B) Proliferacion celular de células 22RV1 wt
respecto al control sin tratamiento. (C) Proliferacion celular de células 22RV1 AbiR

respecto al control sin tratamiento.

Ademas, los analisis de muerte celular muestran que las células C4-2B wt presentan
una muerte celular inferior al 10% cuando son tratadas con la maxima concentracion
de AV-3, mientras que las células C4-2B AbiR experimentan un aumento en la
muerte celular en comparacién con el control sin tratamiento (Figura 32A 'y B).

Por el contrario, las células 22RV1 wt exhiben un incremento en la muerte celular

del 40% cuando son tratadas con 0,02 mg/mL de AV-3, en comparacion con las
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células 22RV1 AbiR, que no muestran un aumento en la muerte celular a ninguna
de las concentraciones utilizadas (Figura 32C y D), lo que refleja una respuesta

diferenciada.

En conjunto, los datos revelan respuestas diferenciales entre las células wt y AbiR;
sin embargo, los efectos son opuestos para cada fenotipo en los dos modelos de
CRPC utilizados en estos estudios, C4-2B y 22RV1. En este contexto, las células
C4-2B AbiR demostraron una mayor sensibilidad a la toxina en comparacion con las
células wt, mientras que las células 22RV1 wt mostraron una mayor sensibilidad

gue sus pares AbiR ante las mismas concentraciones de toxina.
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Figura 32. Los tratamientos con AV-3 generan efectos diferenciales

en la muerte celular de células wt y AbiR. Muerte celular en tiempo real de

(A) C4-2B wt, (B) C4-2B AbiR, (C) 22RV1 wt, (D) 22RV1 AbiR.
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9 DISCUSION

El CRPC es una enfermedad con importantes consecuencias socioeconémicas y es
considerado un problema de salud publica(Kimberly Langdon Cull, 2022; NCI, 2010
). [Esta progresion del CaP depende de esteroidogénesis intratumoral como
mecanismo de resistencia (Mohler et al., 2004; Titus et al., 2005) por lo cual la
terapia de ultima linea para el CRPC es la Abiraterona, un inhibidor de la enzima
esteroidogénica CYP17A1 clave en la esteroidogénesis intratumoral. Aunque la
Abiraterona ha demostrado ser efectiva en el tratamiento del CRPC, una proporcion
considerable de pacientes desarrollan resistencia al farmaco, lo que limita su
eficacia a largo plazo (Thakur et al., 2018; Zhu et al., 2020). En el marco de esta
investigacion, hemos desarrollado un prototipo de plataforma para la evaluacion de
moléculas con actividad potencial frente al CRPC resistente a la Abiraterona.
Nuestros resultados muestran que los modelos celulares C4-2B y 22RV1, tratados
cronicamente con acetato de Abiraterona, desarrollan resistencia al farmaco y
presentan diferencias moleculares con respecto a las células parentales,
caracterizadas por un aumento en la expresion del receptor de androgenos AR, las
enzimas esteroidogénicas CYP17A1 y 173-HSD, y el marcador de progresiéon del
CRPC, PSA. Particularmente, el aumento en la expresion de CYP17A1y 173-HSD
en los dos modelos resistentes a la Abiraterona dan cuenta de un importante cambio
molecular que puede ser explicado por un mecanismo compensatorio de las células.

En ese sentido, nuestros resultados muestran que las células de los modelos CRPC
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AbiR generados aumentan los niveles de enzimas esteroidogénicas para
contrarrestar la inhibicidén de la sintesis de androgenos mediada por la Abiraterona,
lo cual es coincidente con estudios previos, donde la sobreexpresion proteica y de
transcrito de enzimas esteroidogénicas se presenta como un mecanismo de
resistencia a la ADT clasica (Hamid et al.,, 2020) y antiandrégenos de nueva
generacion (Buttigliero et al., 2015; Mostaghel et al., 2011). En esta misma linea
nuestros resultados se encuentran en concordancia con el aumento de AR, puesto
que los andrégenos sintetizados de novo por la células de CRPC activan AR y
promueven la sobreexpresion de AR via retroalimentacion positiva (Michmerhuizen
et al., 2020). Este hecho, a su vez genera también la sobreexpresion de otro gen
regulado por AR, el antigeno prostético especifico, PSA (Saxena et al., 2012), lo
cual fue también posible observar en nuestros resultados por un aumento
significativo de la proteina PSA en células AbiR con respecto a las células wt. Las
diferencias moleculares vislumbradas entre los modelos celulares wt y AbiR dan
cuenta de un importante cambio entre las células resistentes a la abiraterona, con
respecto a las células sensibles. Esto demuestra que la sobreexpresién de los
marcadores evaluados asociados a los mecanismos de resistencia de activacion del
receptor de andrégenos y esteroidogénesis intratumoral reportada previamente en

la literatura (Simon et al., 2021; Wadosky & Koochekpour, 2016; Zhu et al., 2020).

Es importante destacar que los modelos de CRPC resistentes a la Abiraterona
generados en esta tesis fueron validados por el aumento en el porcentaje de
resistencia a la droga. En ese sentido, tanto las células C4-2B AbiR, como 22RV1

AbIR presentaron un porcentaje de resistencia a Abiraterona superior al 20% al ser
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expuestas a concentraciones de 10 uM y 20 uM, de lo cual no se tiene registro en
la literatura actual (Parikh et al., 2021; Zhang et al., 2022). Asi este resultado,
contribuye al area, puesto que es la primera vez que se desarrolla una herramienta
basada en dos modelos celulares de CRPC validados como resistentes a la
Abiraterona que permiten, simultaneamente, la evaluacion de compuestos para el

tratamiento de esta progresion del CRPC.

En resumen, la generacion, validacion y caracterizacion de estas lineas celulares
AbiR les convierte en herramientas valiosas para un sistema de andlisis de
compuestos contra el CRPC in vitro. Esta plataforma no solo permite evaluar
rapidamente compuestos candidatos, sino que también proporciona una gran
cantidad de informacién para futuros estudios sobre los mecanismos de accion de

dichos compuestos.

Aunque esta plataforma representa un paso inicial hacia un sistema de cribado de
alto rendimiento, no puede clasificarse como tal, ya que el cribado de alto
rendimiento generalmente implica la evaluacion simultanea de entre 1,000 y 10,000
compuestos (T G et al.,, 2017). A pesar de ello, durante el desarrollo de esta
herramienta se evaluaron un total de 17 compuestos con actividad potencial para
CRPC resistente a abiraterona (Figuras S4, S5 y S6) de los cuales identificamos 5
compuestos con efectos diferenciales en la generacion efectos citostaticos y
citotoxicos. Esto abre nuevas oportunidades de investigacion en el campo. Con
futuras optimizaciones, la plataforma adaptada a la metodologia semiautomatizada

por analisis de proliferacion y muerte en tiempo real podria adaptarse para evaluar
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dosis Unicas de compuestos, lo que aumentaria la capacidad para testear un mayor

namero de candidatos antes de realizar analisis mas detallados de dosis-respuesta.

En cuanto a la identificacion de compuestos con actividad frente al CRPC resistente
a la Abiraterona, observamos que IKE, BSO, QRC, IAKT y AV-3 mostraron actividad
diferencial en los diferentes modelos celulares empleados. Estos compuestos se
agruparon segun sus mecanismos de accion conocidos para proporcionar una
evaluacion racional. IKE y BSO, son inhibidores de la sintesis de glutation, un
antioxidante clave que regula el equilibrio redox celular. Esto es particularmente
relevante en el contexto del CRPC, ya que uno de los mecanismos asociados a la
resistencia a la castracion y a las terapias antiandrogénicas es el estrés oxidativo,
el cual es inherente al cancer de préstata y necesario para el desarrollo de un

fenotipo mas agresivo y la progresiéon del CRPC [68, 69].

En general, nuestros resultados mostraron que BSO no generd la disminucion de la
proliferacion celular ni la inducciéon de muerte celular en los modelos de CRPC wt,
lo cual contrasta con la evidencia que muestra la efectividad de BSO para disminuir
la proliferacion celular y generar muerte celular en CaP (Maeda et al., 2004; Qin et
al., 2021). Sin embargo el tratamiento con concentraciones crecientes del farmaco
(1,56uM a 400 uM), generaron la disminucién de la proliferacion celular en los
modelos AbIR, un efecto diferencial que es méas notorio en la comparacién de las
células 22RV1 AbiR frente a sus pares wt. Luego, el cotratamiento de BSO con
abiraterona gener6 la disminucion en la proliferacion de células C4-2B AbIR,

mientras que no se vieron diferencias en las células C4-2B wt. Por otro lado, las en
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las células 22RV1 wt como 22RV1 AbiR se observé disminucion de la proliferacion
celular, sin embargo, en estas ultimas la diferencia no resultd estadisticamente

significativa con respecto al control.

Con respecto a los tratamientos con IKE este produjo cambios en la proliferacion y
no indujo muerte celular en los modelos de CRPC usados, lo que coincide con lo
reportado en literatura y nos permiten respaldar la idea de que las células de CRPC
son resistentes a la induccion de muerte celular por IKE (Ferrada et al., 2023), sin
embargo, los modelos de CRPC resistentes a abiraterona si mostraron una
sensibilidad a IKE, de manera dependiente de la dosis (0,16 uM a 20 uM) al
observar las curvas dosis/respuesta. Ademas, el cotratamiento de esta molécula en
conjunto con la abiraterona, mostré una reduccion significativa en la proliferacion de
las células tanto wt como AbiR, lo cual muestra el potencial de esta molécula como

resensibilizadora a la terapia antiandrogénica con abiraterona.

El estrés oxidativo surge como resultado de un desequilibrio en el estado redox de
la célula, favoreciendo la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas
ROS inducen inestabilidad gendmica y modulan vias de sefializacion que
promueven la supervivencia y proliferacion celular [70]. Las terapias oncoldgicas
tradicionales han buscado modular los niveles de ROS para regular la proliferacion
celular o inducir la muerte celular [71]. Sin embargo, aunque el exceso de ROS
promueve la progresion tumoral [72], las células cancerosas también aumentan sus

niveles de antioxidantes, como el glutatién, para resistir la muerte celular inducida
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por estrés oxidativo [73]. De este modo, las células cancerosas mantienen los
niveles de ROS en un rango que activa las vias de sefializaciobn promotoras de la
proliferacion, sin alcanzar niveles letales que induzcan la muerte celular por estrés
oxidativo. Este equilibrio contribuye al fracaso de quimioterapias convencionales,
como la doxorrubicina [74]. Ademas, se ha demostrado una relacion entre el
aumento de los niveles de AR y el incremento de la sintesis de glutation, lo que
sugiere una conexién entre dos mecanismos clave de resistencia: la sefializacion
del receptor de andrégenos y la regulacion del equilibrio redox a través del glutation.
En este sentido, nuestros resultados muestran una mayor dependencia del glutation
de las células AbiR en comparacion las células wt, lo cual se evidencia en la mayor
sensibilidad a los farmacos inhibidores de la sintesis de glutation IKE y BSO. Por lo
demas, los niveles aumentados de AR en las células AbiR podrian reforzar esta
dependencia al disminuir los niveles de AR dependientes de la sintesis de glutatién

reportada previamente en literatura (Liang et al., 2023).

Estos hechos dan cuenta de efectos diferenciales que permiten hipotetizar que las
células CRPC resistentes a abiraterona son dependientes de la sintesis de glutation
y su inhibicién podria ser un blanco terapéutico importante en la terapia contra el

CRPC resistente a la abiraterona.

En otra arista, evaluamos las moléculas Quercetina e IAKT, farmacos que bloguean
la via de sefializacién AKT. El tratamiento con Quercetina en células C4-2B AbiR
genero una disminucion en la proliferacion celular, en comparacion a las células wt.

Por otro lado, las células 22RV1 AbiR, si bien no mostraron una diferencia
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significativa en la proliferacion celular, si exhibieron un aumento en la muerte celular,
en comparacion con las células wt, lo cual es concordante con la disminucion de la
proliferacion celular en el modelo C4-2B AbiR. Asi, se muestra que las células AbiR
presentan mayor sensibilidad a Quercetina que las células wt. Sin embargo la
inhibicién de AKT por Quercetina no ha sido completamente estudiada y dado que
la cascada de sefalizacion de AKT se compone de multiples proteinas, se hacen
necesarios estudios posteriores para evaluar la accion y target especifico de esta
molécula y posicionarla como una alternativa coadyuvante al tratamiento con

Abiraterona.

La evaluacion del inhibidor quimico de AKT, IAKT, mostro efectos diferenciales en
los modelos sensibles y resistentes a la Abiraterona. Estos efectos son mas notorios
al comparar los modelos wt y AbiR de la linea celular C4-2B, donde se evidencia
una disminucién en la proliferacion celular en el modelo AbiR, mientras que las
diferencias entre las lineas celulares 22RV1 wt y AbiR no resultaron significativas.
Sin embargo el cotratamiento con Abiraterona e IAKT en los modelos AbiR de las
lineas C4-2B como 22RV1 presentaron una disminucion de la proliferacién celular,
lo cual permite posicionar a la molécula de IAKT como un posible resensibilizador a

la terapia con abiraterona, cuya accion debe ser estudiada mas a fondo.

Diversas vias dependientes de ligando que se encuentran alteradas en cancer ,
entre ellas, AKT/mTOR y MAPK. Estas vias juegan un papel importante en el
desarrollo de cancer dependientes de hormonas como el cancer de mama donde
se ha visto que es capaz de activar receptores esteroidales como el receptor de

estrogenos (Paplomata & O'Regan, 2013), de manera analoga a lo que ocurre con
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la sefializacién de AR en CRCP (Schweizer & Yu, 2015; Tortorella et al., 2023).
Ademas, existe evidencia de que la activacion de AKT aumenta la actividad de
enzimas esteroidogénicas como la aromatasa y la 3B-HDS, aumentando la
sefalizacion de AR por la unién de su ligando (Paplomata & O'Regan, 2013). lo cual
podria explicar la sensibilidad de los modelos AbiR a los inhibidores de AKT,
producto de la dependencia de AR sobreexpresado en estas lineas. En este sentido
los resultados de esta tesis muestran un aumento de la expresion y la actividad de
AR visualizada por el aumento en los niveles de PSA en modelos AbiR y el aumento
en otras enzimas esteroidogénicas, lo cual muestra que las vias se sefializacion
dependientes de ligando como AKT podrian ser un mecanismo importante de

resistencia a Abiraterona.

Por dltimo la activacion de Nf-kB, presenta una importancia en el desarrollo de
CRPC y la disminucion de efectos de otras terapias de antiandrogénicos como la
enzalutamida (Duprat et al., 2023). Por este motivo, evaluamos la actividad de la
toxina de pez sapo ,T. maculosa. La cual se compone de una serie de moléculas
aun no identificadas que poseen la capacidad de activar Nf-kB por medio de p38

una MAPK.

En esta arista, observamos que ambos modelos de CRPC resistentes a la
abiraterona responden de manera diferenciada con respecto a sus pares sensibles
a la abiraterona. Mientras que las células C4-2B AbiR exhiben una disminucién
significativa en la proliferacion celular y un aumento en la muerte celular, las células

22RV1 AbiR resultaron menos sensibles a la toxina, en comparacion a sus pares
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wt. Asi, las células 22RV1 wt disminuyeron la proliferacion celular y aumentaron la
muerte celular al ser tratadas con las mismas concentraciones de la toxina. Esto
muestra que las células de CRPC de distintas lineas responden de manera
diferencial frente a ciertos compuestos. Dado que las células C4-2B y 22RV1
corresponden a dos modelos celulares de CRPC genotipicamente diferentes, el
efecto diferencial generado por AV-3 visto en ambas lineas no puede ser atribuido
Gnicamente a la activacion de p38. Ademas, AV-3 corresponde a un conjunto de
moléculas, cuya naturaleza y actividad no ha sido completamente estudiadas. Sin
embargo, las diferencias en los efectos de AV-3 entre dos modelos de CRPC
resistente a la Abiraterona permiten también mostrar que la evaluacion de
compuestos como primera aproximacion a la identificacion de nuevas moléculas
para el tratamiento de la patologia del CRPC resistente a la Abiraterona requiere de
un estudio minucioso en mas de un modelo celular, reforzando la importancia del

desarrollo de plataformas como la desarrollada en esta tesis.

Como se menciond anteriormente, la activacion de vias dependientes de ligando
como AKT y MAPK juegan un importante papel en el desarrollo de cancer (Shorning
et al., 2020). La activacibn de mitogen-activated protein kinases (MAPKs) que
corresponden a serin/throenin protein kinasa que juegan un papel crucial en la
transduccion de sefales extracelulares hacia el interior de la célula y que generan
efectos diversos tales como proliferacién; diferenciacion, apoptosis, etc. (Yan et al.,
2024). La via MAPK inicia con la recepcion de estimulos desde el extracelular, tales
como factores de crecimiento o citoquinas proinflamatorias que activan receptores

tirosina-kinasa y generan la activacion de proteinas mediadoras de la transduccién,

124



tales como Ras, TRAF o RAC-1. Estas, a su vez generaran la fosforilacion y
activacion de las MAPK’s, MEK, MEKK 3/6/4/7, para finalmente dar lugar a la
activacion de los efectores ERK, JNK y p38 (Y. Zhao et al., 2019) , entre otros
factores de transcripcion que promueven la expresion de genes involucrados en los
procesos de sobrevida y muerte celular (Cargnello & Roux, 2011; Raman et al.,
2007). Particularmente, en cancer de prostata se ha demostrado que vias MAPK
pueden activar por fosforilacion al receptor de andrégenos en ausencia de ligandos
(Ene etal., 2014; Lee et al., 2008; Yeh et al., 1999) pueden activar AR independiente
de ligandos, a través de las vias MAPK y JAK/STAT (Ueda et al., 2002), ademas de
la regulacién positiva de AR por via Nf-kB, lo cual genera la progresion del CaP via
AR. Por esto, la via MAPK podria ser un importante foco de estudio al regular el
desarrollo de CaP via AR o independiente de AR y la evaluacion de compuestos
gue tengan efectos a nivel de vias de sefalizacion dependientes de ligando como

AV-3 se sustenta para los fines de esta tesis.

El desarrollo de esta tesis y en particular la evaluacién de compuestos con actividad
diferencial entre modelos sensibles y resistentes a la Abiraterona evidencian que
existe una multiplicidad de vias de sefalizacion involucradas en el desarrollo y
progresién del CRPC y el CRPC resistente a la Abiraterona, lo cual, si bien
representa un problema inherente a la patologia también representa una
oportunidad, pues le hace susceptible de un abordaje farmacolégico mucho mas
amplio que puede ser explorado y explotado con el fin de generar nuevas y efectivas

alternativas de tratamiento para los pacientes que padecen la enfermedad.
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10 CONCLUSION

En esta tesis desarrollamos un prototipo de plataforma de evaluacion de moléculas
con potencial uso en el tratamiento de la resistencia a Abiraterona en cancer de
prostata resistente a la castracion que permite realizar un analisis semiautomatizado
de la actividad biologica de las moléculas, frente a células de CRPC resistente a
Abiraterona y la identificacion de moléculas con actividad diferencial en células
sensibles y resistentes a la Abiraterona, sin embargo, se requiere la optimizacion de
la metodologia para poder generar una plataforma de alto rendimiento.

Por lo anterior, la hipétesis inicial de trabajo es aceptada parcialmente y se
proyectan investigaciones que permitan la el desarrollo de una herramienta que
permita evaluar una cantidad superior a 1000 compuestos de manera simultanea, a
fin de optimizar los procesos de busqueda de moléculas para el tratamiento del

CRPC resistente a la Abiraterona.
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Figura S1. Diferencias entre curvas dosis respuesta obtenidas por
diferentes metodologias. (A) Curvas dosis respuesta para lineas celulares C4-
2B wt y C4-2B AbIR tratadas con concentraciones crecientes de acetato de
Abiraterona por cristal violeta y andlisis de proliferacion en tiempo real (INCUCYTE).
(B) Curvas dosis respuesta para lineas celulares 22RV1wt y 22RV1 AbiR tratadas
con concentraciones crecientes de acetato de Abiraterona Abiraterona por cristal

violeta y andlisis de proliferacién en tiempo real (INCUCYTE).
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Abiraterona

[uM] 10 [uM] 20 [pM]
% de % de
resistencia % de resistencia resistencia % de resistencia
Ccv INCUCYTE Diferencia Ccv INCUCYTE Diferencia
C4-2B AbiR 78.9 31.4 47.5 27.5 20.9 6.6
22RV1 AbiR 67.5 65.4 2.1 66.7 57.6 9.1

Tabla S1. Diferencias entre los porcentajes de resistencia calculados por

metodologia de cristal violeta y analisis de proliferacion en tiempo real

(INCUCYTE).
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Figura S3. Western Blot contra enzima 173-HSD en células C4-2B
wt y AbiR.
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Figura S4. Porcentajes de supervivencia de células C4-2B AbiR frente
a concentraciones crecientes de compuestos extraidos desde

Maytenus Disticha CP 1y CP 2 (AyB)y 22RV1 AbiRCP1yCP 2 (Cy

D). Metodologia Cristal Violeta.
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Figura S5. Porcentajes de supervivencia de células C4-2B AbiR frente
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13 GLOSARIO

ATCC: American Type Cell Culture Collection.

ADT: Terapia de privacion de andrégenos (androgen derprivation therapy)

AR: Androgen Receptor (Receptor de Androgenos).

AR-V7: Variante 7 del receptor de andrégenos que carece del dominio de union a
ligando.

ADbiR: Abiraterone Resistant (Resistente a Abiraterona).

AKT: Protein Kinase B (Serina/treonina-proteina quinasa implicada en la regulacion
de multiples funciones celulares).

AV-3: Toxina del pez sapo (Actividad proinflamatoria activando p38 y NF-kB).
BSO: L-butiniona-(SR) Sulfoximina (Inhibidor de la sintesis de glutation).

CaP: Cancer de Prostata.

CYP17A1: Cytochrome P450 17A1 (Enzima clave en la esteroidogénesis).

CRPC: Castration-Resistant Prostate Cancer (Cancer de préstata resistente a la
castracion).

DHEA: Dehidroepiandrosterona

DHT: Dihydrotestosterone (Dihidrotestosterona).

HSD: Hydroxysteroid Dehydrogenase (Deshidrogenasa de Hidroxiesteroides).
HTS: Cribado de alto rendimiento (Hight troughput screening).

IAKT: Inhibitor of AKT (KU-0063794, inhibidor de la via PI3K/AKT).
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KLK-3: Kalikreina 3. Proteina regulada transcripcionalmente por AR y que es usado
como marcador de progresion bioguimica en CaP.

IKE: Imidazole Ketone Erastin (Inhibidor de la sintesis de glutation).

LH-RH: Hormona liberadora de gonadotropina.

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases (Quinasas activadas por mitdgenos).
Nf-kB: Nuclear Factor Kappa B (Factor nuclear kappa B, regulador de la respuesta
inmune).

PI3K: Phosphoinositide 3-Kinase (Quinasa de la fosfatidilinositol-3).

PSA: Prostate-Specific Antigen (Antigeno Prostético Especifico).

QRC: Quercetina (Flavonoide con actividad anticancerigena).

T: Testosterona

wt: Wild Type (Tipo silvestre, se refiere a la linea celular no modificada

genéticamente).
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