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Fe de erratas
Tesis Doctoral: “Nuevas estrategias terapéuticas para el cancer de prostata”

Lic. Florencia Zalazar

Pagina 16, hay un parrafo que se encuentra duplicado. El Gltimo parrafo de esa pagina no
deberia estar: “El tumor en estadio Il aun se encuentra confinado a la glandula prostatica [ ...]
y calidad de vida del paciente ya que aun no se han identificado o generado tratamiento para
este estadio de la enfermedad (www.cancer.gov).”

Pagina 45. Primer parrafo, tercera linea. “.. sensibiliza las células al tratamiento con

“

inhibidores de olaparib...” deberia decir: “. sensibiliza las células al tratamiento con

inhibidores de PARP...”

Pagina 94. En el segundo parrafo, en la segunda linea “drogas como unicos agentes (25uM
de olaparib; 1,6 o 5 uM de flavopiridol”, deberia decir: “drogas como tnicos agentes (25uM de
olaparib; 2,5 o 5 uM de flavopiridol”.

Pagina 95. En el segundo parrafo, en la quinta linea “... para un subgrupo de pacientes con

13

PCa y deficientes en la expresion de BRCA1.”, deberia decir: “... para un subgrupo de

pacientes con PCa deficientes en la expresion de BRCA1.”

“

Pagina 97. En el tercer parrafo, en la segunda linea “... altas dosis de flavopiridol (10

mkg/dia)...”, deberia decir: “... altas dosis de flavopiridol (10 mg/kg/dia)...”.

Pagina 104. En el primer parrafo dice: “Estos resultados coinciden con los resultados in vitro,
en los que en las células PC3 tratadas con flavopiridol se observaba el aumento de muerte

celular por apoptosis, y con los resultados in vivo de los grupos tratados con flavopiridol o


http://www.cancer.gov)/

paclitaxel donde observabamos un crecimiento tumoral disminuido comparado con el grupo
control.” Deberia decir: “Estos resultados coinciden con los resultados in vivo de los grupos
tratados con flavopiridol o paclitaxel donde observabamos un crecimiento tumoral disminuido

comparado con el grupo control.”

Pagina 107. En el primer parrafo, en la tercera linea “EICPS49 es un candidato mas eficaz

como agente...”, deberia decir: “El CPS49 es el candidato mas eficaz como agente...”.
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RESUMEN

RESUMEN
NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL CANCER DE PROSTATA

El cancer de préstata (PCa) es la segunda causa de muerte por cancer en los hombres
en la poblacién argentina. El instituto Nacional del Cancer (USA) describe diferentes
tratamientos para los pacientes con PCa: cirugia, radiacion y hormono-terapia. Para los
pacientes con PCa avanzado, el tratamiento mas comun es el docetaxel, sin embargo
esta terapia no extiende significativamente la sobrevida de los pacientes. Por lo tanto, es
critico el desarrollo de nuevos agentes y combinaciones para el tratamiento de esta
etapa de la enfermedad.

Previamente en estudios in vitro se determind que el compuesto antiangiogénico
analogo de la talidomida CPS49, selectivamente elimina a las células de leucemia
aumentando las especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de la modulacién de
diversas vias transcripcionales, cuando se lo combina con flavopiridol, un potente
inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CDKs). En el presente trabajo se
investigaron los efectos de nuevos anélogos de la talidomida en el PCa. En base a los
resultados in vitro obtenidos elegimos el CPS49 para combinar con otros agentes y
estudiar su capacidad antitumoral. Cuando combinamos CPS49 con flavopiridol
observamos que este inhibidor de CDKs aumenté la citotoxicidad del CPS49 en todas
las lineas celulares de PCa analizadas. En PC3 observamos que la combinacion arresto
el ciclo celular, indujo la apoptosis e inhibid la formacion de colonias. Estudios in vivo
utilizando xenotransplantes generados a partir de la inoculacion de células PC3 en
ratones nude demostraron que el CPS49 y el flavopiridol disminuyeron el crecimiento
tumoral en una concentracién efectiva de las drogas cercanas a la mitad de las
previamente publicadas. Analisis histologicos de los tumores extraidos mostraron
extensas dreas de necrosis inducidas por el tratamiento. Ademas evaluamos la
expresidn de 23 genes mediante un arreglo de RT-gPCR en células PC3 expuestas a las
drogas y a su combinacion y en los tumores de los ratones xenotransplantados, y
observamos que el CPS49 junto con el flavopiridol disminuy6 la expresion de genes
involucrados en adhesioén, migracidn e invasion celular.

Teniendo en cuenta que el paclitaxel es el quimioterapéutico més utilizado actualmente
para el tratamiento del PCa avanzado, se analiz6 el efecto de la combinacion del CPS49

con este compuesto. Demostramos que la combinacion de bajas dosis de CPS49
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aumenté la citotoxicidad producida por paclitaxel en lineas celulares de PCa, aunque
esta combinacion no redujo el volumen tumoral en los ratones xenotransplantados.
Debido a que las mutaciones en BRCA1 o la disminucion de su expresion alteran la
sensibilidad a diferentes drogas antitumorales, en este trabajo estudiamos la respuesta
al flavopiridol y CPS49 luego de variar los niveles de expresion de BRCA1 en las
distintas lineas celulares de PCa. La baja expresién de BRCA1 aumenté la sensibilidad a
dicha combinacion. Ademas utilizamos olaparib, un inhibidor de PARP que se usa para
el tratamiento del cancer de mama en pacientes que poseen BRCA1 mutado. Este
agente resulté ser selectivo para las lineas celulares de PCa con baja expresién de
BRCA1, y aumentoé la sensibilidad a flavopiridol y CPS49 en la linea celular PC3.

En resumen, en este trabajo de tesis doctoral se estudiaron distintas estrategias
terapéuticas en ensayos pre-clinicos para el PCa. Aunque las terapias propuestas
requieren una profundizacion del estudio, podemos concluir que la propuesta mas
completa y prometedora para el tratamiento del PCa es la combinacion de CPS49 con
flavopiridol.

Palabras claves

CPS49; flavopiridol; paclitaxel; cancer de préstata; estudios pre-clinicos;

xenotransplantes.
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ABSTRACT
NEW THERAPEUTIC STRATEGIES FOR PROSTATE CANCER

Prostate cancer (PCa) still ranks as the second most frequently cause of men cancer
death in Argentina. National Cancer Institute (USA) describes different treatments for
PCa: surgery, radiation therapy, hormone therapy, chemotherapy and approved
experimental clinical trials. For patients with metastatic castration-resistant prostate
cancer (CRPC) the most common treatment is docetaxel chemotherapy. This therapy is
only palliative and does not significantly extend the overall survival rate in patients. Thus,
there is a need for the discovery of new agents and regimens for this disease.

CPS49, an analog of thalidomide, was reported to selectively kill leukemic cells by
increasing intracellular reactive oxygen species (ROS) and further targeting multiple
transcriptional pathways, when is co-administrated with flavopiridol, a semisynthetic
flavonoid that inhibits cyclin dependent kinases (CDKs). In this work, the effects of new
thalidomide analogues in PCa were investigated. Based on the in vitro results, CPS49
was chosen to combine with other agents and study its antitumor capacity in PCa. The
combination of flavopiridol and CPS49 enhanced CPS49 cytotoxicity in all PCa cell lines
analyzed. In PC3 cell line we observed that this combination induced cell cycle arrest,
apoptosis and inhibited colony formation. In vivo studies using xenograft generated from
PC3 cell inoculation in nude mice demonstrated that flavopiridol and CPS49 combination
decreased tumor growth using a half effective concentration of drug that was previously
published. Histological analysis of xenograft PC3 tumor samples from CPS49/flavo
combination showed extensive areas of necrosis induced by the treatment. RT-gPCR
array containing 23 genes from PC3 cells or PC3 xenografts exposed to CPS49/flavo
combination showed that this treatment shut down the expression of several genes
involved in adhesion, migration or invasion.

Given that paclitaxel is the chemotherapeutic treatment most currently used for advanced
PCa, the effect of combining paclitaxel with CPS49 was analyzed. We find that the
combination of low doses of CPS49 increased cytotoxicity produced by paclitaxel in PCa
cell lines, but this combination did not significantly reduce tumor growth in PC3
xenografts.

BRCA1 mutations or its decreased expression modulates sensitivity to various antitumor
drugs. In this thesis, we studied the effects of flavopiridol and CPS49 in PCa cell lines
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with different BRCA1 expression levels. BRCA1 depletion increased cell sensitivity to this

combination.

Furthermore we investigated the effects of olaparib in BRCA1 depleted PCa cell lines.
Olaparib is a PARP inhibitor used for the treatment of breast cancer in BRCA1 mutations
carrier patients. This agent was found to be selective for BRCA1 depleted PCa cell lines,
and increased sensitivity to CPS49/ flavopiridol combination in PC3 cell line.

In summary, in this doctoral thesis, different therapeutic strategies were tested in PCa
pre-clinical studies. Although all the proposed therapies require a more detailed study,
we can conclude that the most complete and promising therapy assayed for PCa is the
combination of CPS49 with flavopiridol.

Keywords

CPS49; flavopiridol; paclitaxel; prostate cancer; preclinical studies; xenografts.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS
ADN = Acido desoxirribonucleico
ADNCc = ADN copia
AR = Receptor de andrégenos
ARN = Acido ribonucleico
ARNmM = Acido ribonucleico mensajero
Bcl-2 = B-cell CLL/lymphoma 2
BPH = Hiperplasia prostatica benigna
BRCA1 = Gen de la susceptibilidad al cancer de mama 1 (Breast Cancer susceptibility gene
1)
BRCA2 = Gen de la susceptibilidad al cancer de mama 2 (Breast Cancer susceptibility gene
2)
CRPC = Cancer de préstata resistente a la castracién
DHT = Dihidrotestosterona
DMSO = Dimetilsulféxido.
dNTPs = Desoxinucleoétido tri-fosfato
DRE = Examen digital rectal
DSBs: dafo en las dos hebras de ADN
E. coli = Escherichia coli
EDTA = Acido etilendiaminotetraacético
EDTA TE = Solucién Tris-EDTA
EMT = Transicion epitelio-mesenquimal.
FDA= Food and drug administration
GST= Glutation-S-Transferasa
H&E = Hematoxilina y eosina
HIF= factor inducible por hipoxia
HR= recombinacion homéloga
i.p. = intra-peritoneal
MAD2L1 = Mitotic arrest deficient-like 1 (Mad2)
MDR1= gen de multiresistencia
MTS= 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfofenil)-2Htetrazolio
NCI = Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (National Cancer Institute)
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NHEJ= Non-homologous end joining

NIH = National Institutes of Health

p.i.= post inyeccion

PARP = Poli-ADP ribosa polimerasa

PBMCs= Peripheral blood mononuclear cell
PBS = Buffer salino fosfato

PCa = Cancer de Prostata

PIA = Atrofia inflamatoria proliferativa

PIN = Neoplasia intraepitelial prostatica

PMS = Fenazina metosulfato

PMSF = Fenil metil sulfonil fluoruro

PSA = Antigeno prostatico especifico

gPCR = Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa, en tiempo real.
Rb = Retinoblastoma

ROS = especies reactivas de oxigeno

RT = Retrotranscripcion, transcripcién reversa
RT-gPCR = Retrotranscripcién seguida de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
cuantitativa, en tiempo real.

S.C. = sub-cutaneo

SFB = Suero fetal bovino

SSBs = dafio simple cadena del ADN

TAE = Solucién de Tris, Acético

TEMED = Tetrametilenetilendiamina

TNF-a = Factor de necrosis tumoral alfa

VEGF = factor de crecimiento vascular endotelial
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CAPITULO1

EL CANCER DE PROSTATA
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1.1 La prostata: aspectos generales

La prostata es una glandula sexual accesoria, perteneciente al aparato genitourinario
masculino, que esta ubicada en la base de la vejiga urinaria por delante del recto y rodea
a la uretra.

La glandula estad involucrada en la produccién de parte del liquido seminal, cuyos
componentes brindan nutrientes y proteccién a los espermatozoides contenidos en el
semen eyaculado. Su crecimiento y la formacion de las secreciones prostaticas estan
controlados por hormonas esteroideas y factores de crecimiento, producidos local y
sistémicamente (Sampson et al., 2007).

Las secreciones prostaticas son levemente alcalinas, estan compuestas principalmente
por azucares y su contenido proteico es menor al 1%. Entre ellas se encuentran las
enzimas proteoliticas, la fosfatasa acida y el antigeno prostatico especifico (PSA). Este
ultimo es sintetizado en la préstata y su produccion depende tanto de la presencia de
andrégenos como del tamano de la glandula. La funcién del PSA es escindir las
proteinas seminogelina | y Il permitiendo la licuefaccién del semen que comienza a
coagularse tras la eyaculacion (Balk et al., 2003). En los hombres sanos, una parte
pequefa del PSA pasa a la circulacion sanguinea, por lo que un aumento de su
concentracion en la sangre se utiliza como indicador de un crecimiento anormal o
inflamacion de la glandula prostatica. Es por ello que se la utiliza como el marcador mas
importante para la deteccion de cancer de préstata (PCa).

El desarrollo y las funciones de la préstata son completamente dependientes de los
androgenos. El metabolito responsable de estas acciones es la dihidrotestosterona
(DHT), un producto de la reduccion de testosterona por la acciéon de la enzima 5-a
reductasa en las células de la préstata (Debes and Tindall, 2002).

En el epitelio prostatico se pueden distinguir tres tipos celulares predominantes: las
células secretorias luminales, las células basales epiteliales y las células
neuroenddcrinas. Las células luminales producen proteinas secretorias que forman parte

del fluido seminal como el PSA y son dependientes de andrégenos (Liu et al., 1997).

Las células basales epiteliales forman una capa continua que expresan factores que
protegen del dafio al ADN, tales como la proteina de defensa antioxidante Glutation-S-

Transferasa (GST) y el gen anti-apoptético Bel-2 (Bui and Reiter, 1998) y constituyen el
6
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reservorio de progenitores de células luminales (Wang et al., 2001). El tercer tipo celular
es el neuroenddcrino, es independiente de andrégenos y en el PCa agresivo se produce

una hiperproliferacion de esta capa de células (Abrahamsson et al., 1998).

W Vesicula
@ _seminal

Figura 1. Esquema anatémico de
Uretra . la ubicacion de la prostata en el
cuerpo humano magnificacion de
la region prostatica
(www.cancer.gov).

Una préstata sana tiene aproximadamente 3 cm de longitud. Consta de una porcion
glandular que comprende dos tercios de la misma y un tercio de otra porcién
fiboromuscular. Segun su morfologia y funcién se distinguen las siguientes zonas (Figura
2):

Figura 2. Esquema de
la localizacion de las
zonas glandulares
prostaticas.

‘zona de
‘transicion



INTRODUCCION

Zona anterior: se ubica delante de la uretra, es fibromuscular y no presenta elementos
glandulares.

Zona central: Se ubica detras de la uretra y es atravesada por los conductos
eyaculadores. Es una zona glandular.

Zona periférica: es la subdivisién anatémica mas grande de la préstata glandular.

Zona transicional: es un pequefo grupo de conductos que estan relacionados con la

uretra proximal.

1.2 Patologias asociadas a la préostata

Las patologias que se asocian a la prostata traen como consecuencia problemas o
dificultades al momento de orinar, como por ejemplo una alta frecuencia de orinado,
sorpresiva y urgente necesidad de orinar o dolor durante la eyaculacion, entre otros
sintomas descriptos (www.cancer.org). Entre las patologias descriptas las mas
frecuentes son:

Prostatitis: inflamacion de la prostata que ocurre entre un 10 % y un 15 % de los
hombres. Un 27% de los pacientes que deben someterse a biopsias prostaticas debido a
un alto nivel de PSA muestran evidencias de prostatitis (Harik and O'Toole, 2012).
Hiperplasia benigna prostatica (BPH): se describe como el crecimiento no maligno en
el tamano de la préstata. Se cree que su etiologia es multifactorial involucrando tanto
factores ambientales como genéticos. También, puede producirse por un aumento
relativo de los estrogenos sobre la testosterona que aparece en los hombres mayores de
60 afos. Es por ello que la incidencia del BPH se incrementa con la edad y se estima
que el 70 % de los hombres de 70 afos han desarrollado esta patologia. Aunque
generalmente es asintomatica, algunos pacientes pueden sufrir sintomas obstructivos
del tracto urinario.

Cancer de préstata (PCa): es uno de los tipos de cancer mas comunes en los hombres.
Se estima que entre el 15% y el 30% de los hombres mayores de 50 afos, y el 80% de
los hombres mayores de 80 afos, presentan PCa no diagnosticado y microscopico
(Taichman et al., 2007). Desarrollaremos esta patologia mas adelante en esta seccién.
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1.3. Aspectos generales del cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial que se refiere al crecimiento anormal de las
células de un organismo que se dividen de manera descontrolada y son capaces de
invadir tejidos distantes del lugar de origen. El proceso de tumorigénesis, que provoca la
transformacion de una célula normal a una célula maligna, se desarrolla en varias etapas
a través de defectos en los circuitos regulatorios de las células afectando y alterando su
proliferacién y homeostasis. En las ultimas décadas se ha trabajado incesantemente
para comprender los mecanismos que llevan a la tumorigénesis, y a partir de estas
investigaciones se han podido determinar caracteristicas claves que comparten todos los
tipos de canceres (Hanahan and Weinberg, 2011).

Dentro de estas caracteristicas se encuentran (Figura 3):

e Mantenimiento de senhales de crecimiento: las células tumorales pueden adquirir la
capacidad de mantener las senales de proliferaciéon activas mediante distintos procesos:
estimulacion proliferativa autécrina o paracrina, hipersensibilidad a dichas senales por
aumento de receptores, o generando una independencia a los factores de crecimiento al
activar complejos de sefalizacion rio abajo del receptor.

¢ Insensibilidad a sefales inhibitorias de crecimiento: las células tumorales son
capaces de evadir las sefales anti-proliferativas, evitando entrar en procesos de
quiescencia y de arresto de ciclo celular, al anular por ejemplo, las senales
desencadenadas por algunos supresores tumorales.

o Resistencia a muerte celular programada: esta caracteristica es adquirida en la
células tumorales a través de la activacidon de proteinas que desencadenan sefiales anti-
apoptoticas, como por ejemplo los miembros de la familia Bcl-2, y/o al bloqueo de los
efectos de genes supresores tumorales que son efectores de sefalizacidon para
apoptosis, como p53.

¢ Potencial replicativo ilimitado: las células tumorales son inmortales ya que tienen la
capacidad de dividirse indefinidamente sorteando los mecanismos que las conducen a
senescencia y muerte celular. Estas células al re-expresar la enzima telomerasa, evitan
desencadenar los procesos antes mencionados, al proteger y mantener un tamaro

adecuado en el largo de los telomeros de los cromosomas.
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e Induccion de angiogénesis: las células tumorales son capaces de inducir
angiogénesis al secretar factores que estimulan la formacion de nuevos vasos, como por
ejemplo el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), y de esta manera
asegurarse el transporte de oxigeno y nutrientes a todas las regiones del tumor en
crecimiento.

EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors
Sustaining Evading m—
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling SUpPPressors anti-CTLA4 mAb
Deregulating Avoiding

immune

Resisting @ 2 Enabling Telomerase
cell > | 3 g replicative g
death PR o immortality Inhibitors
Genome “@ Tumor-
instability & iy promoting
mutation ) inflammation
PARP Inducing Activating Selective anti-
inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis
Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met

Figura 3. Esquema que muestra las caracteristicas claves de las células
tumorales y de los blancos terapéuticos en el cancer. En la figura se describen
las capacidades adquiridas por las células tumorales necesarias para el crecimiento
y la progresion tumoral. También se indican los compuestos que interfieren con las
caracteristicas tumorales presentadas (Extraido de (Hanahan and Weinberg,

2011).

e Activacion de procesos de invasion y metastasis: por pérdida de expresion de
moléculas de adhesidon célula-célula o célula-matriz extracelular, las células tumorales
son capaces de ingresar en un proceso conocido como transicidén epitelio-mesenquimal

(EMT) y de esta manera escapar del lugar donde se originaron y migrar a otros sitios

10
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donde posteriormente adoptaran nuevamente el fenotipo epitelial y desarrollaran una
metastasis.

Las caracteristicas descriptas permiten a las células tumorales sobrevivir, proliferar y
diseminarse. Los mecanismos que conducen a las células a adaptar estas capacidades
son variables y dependen principalmente de dos factores claves; su inestabilidad
gendmica, que genera mutaciones al azar y re-arreglos cromosémicos en las células
tumorales, asi como también un estado inflamatorio créonico que favorezca la
progresién del tumor (Figura 3). Es necesario para que el tumor pueda desarrollarse y
mantenerse que las células reprogramen su actividad metabodlica energética de
manera de afrontar un continuo crecimiento y proliferacién al igual que deben ser
capaces de evadir los ataques de células del sistema inmune no asociadas al
tumor (Figura 3).

A raiz del avance en el estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la
patogénesis del cancer, comenzaron a desarrollarse nuevas terapias antitumorales
orientadas a inhibir dichos mecanismos (Figura 3). La especificidad de accion de las
drogas sobre una de las caracteristicas de las células tumorales es considerada como
virtud en tanto inhibe un mecanismo particular e importante para el desarrollo del tumor y
preserva de efectos no deseados sobre otros blancos, generando menor toxicidad. Por
el otro lado, se sabe que distintas vias de sefalizacion regulan una misma capacidad
celular. Por lo cual, la inhibicion mediante un agente antitumoral de una de las vias de
sefalizacion, no bloqueara por completo el mecanismo celular al que fue orientado la
terapia, permitiendo que algunas células tumorales sobrevivan, se adapten a la presion
selectiva generada por la terapia y aumente el crecimiento tumoral generando una
recaida a nivel clinico.

Asi también se conoce otro mecanismo de adquisicion de resistencia a la terapia en el
que las células tumorales adquieren la capacidad de reducir la dependencia a cierta
caracteristica hacia la que fue orientada la terapia, para aumentar la dependencia a otra
cuyas vias de sefalizacidén no fueron afectadas por el tratamiento aplicado.

Estas consideraciones sugieren que el desarrollo de nuevas drogas y el disefio de
nuevos protocolos dirigidos hacia multiples blancos moleculares, vias de sefalizacion y
caracteristicas particulares de las células tumorales resultaran en terapias antitumorales

nuevas, mas efectivas y duraderas.
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En este trabajo de tesis estudiaremos el efecto antitumoral de drogas que inhiben
caracteristicas especificas de la célula tumoral, asi como también nuevas
combinaciones de dichas drogas con el objetivo de orientar la terapia hacia
distintos blancos celulares, en un tipo de cancer particular.

1.4. Incidencia del cancer en la poblacion

El cancer es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda causa de
muerte en paises en desarrollo (Jemal et al., 2011). El proyecto GLOBOCAN 2012 tiene
como objetivo estimar las tasas de incidencia, mortalidad y prevalencia de todos los tipos
de cancer a nivel mundial, discriminando las mismas, por sexo y edad. A partir de este
proyecto se determind que el cancer de pulmén es el mas frecuente diagnosticado y la
principal causa de muerte por cancer en hombres en el mundo (Figura 4).

Lung
Prostate
Colorectum

Stomach

Liver
Oesophagus

Bladder

Mon-Hodgkin ymphoma
Kidney

Leukaemia

Lip, oral cavity
Pancreas
Lanynx
Brain, nervous system
W Incidence
Melanoma of skin W Mortality
0 10 20 30 40 50

ASR (W) rate per 100,000

Figura 4. Tasas de incidencia y mortalidad de diversos tipos de cancer en
hombres a nivel mundial. Datos aportados por el proyecto GLOBOCAN 2012
(www.globocan.iarc.ft/).
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Segun la incidencia de cancer, nuestro pais se encuentra dentro del rango de paises
con incidencia de cancer media alta.

Los tumores malignos constituyen la principal causa de muerte entre personas de 40 a
64 anos y la segunda en personas mayores de 64 anos. Siendo el cancer de pulmén la
principal causa de muerte por cancer en hombres y el de mama en mujeres (Jemal et al.,
2011).

1.5. Incidencia del PCa en la poblacion

El PCa es el segundo tipo de cancer mas frecuente y la sexta causa de muerte por
cancer en hombres en el mundo, representando el 14% del total de los casos y el 6% del
total de muertes por cancer en 2008 (Jemal et al., 2011). Las tasas de incidencia de PCa
mas elevadas se encuentran en los paises de Nueva Zelanda, América del norte y
Europa occidental (Jemal et al., 2011).

En Argentina el PCa es el cancer de mayor incidencia y el segundo en mortalidad luego

del cancer de pulmoén (Figura 5) (http://www.msal.gov.ar/inc).

Mortality
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Figura 5. Tasas de mortalidad e incidencia de diferentes tipos de cancer en el
hombre en la poblacion argentina. E/ PCa es el de mayor incidencia y el sequndo
en mortalidad en la Argentina. Datos extraidos del proyecto GLOBOCAN 2008 y del
Instituto Nacional de Cancer de la Argentina.
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1.6. Caracteristicas y etapas del PCa

El PCa es una enfermedad que se presenta generalmente de forma latente e indolora
sin ocasionar sintomas clinicos en pacientes de edad avanzada. Sin embargo el cancer
puede tornarse agresivo, diseminandose a los tejidos cercanos como vejiga, vesicula
seminal y recto o metastatizar a los nddulos linfaticos, hueso, pulmén u otros érganos
(Schulz et al., 2003).

Esta enfermedad es considerada por algunos autores como una patologia normal
asociada a la edad de los hombres. Se estima que entre el 15% y el 30% de los
hombres mayores de 50 anos, y el 80% de los hombres mayores de 80 anos, presentan
PCa no diagnosticado y microscépico. Asi por ejemplo, en un estudio realizado en
autopsias de hombres fallecidos por causas diferentes a PCa, se encontré que el 70%
presentaban esta enfermedad en forma localizada (Scardino et al., 1992).

La tumorigénesis prostatica temprana estd asociada a una displasia benigna que
comienza con una atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) y progresa a una neoplasia
prostatica intraepitelial (PIN), la cual en algunos casos, evoluciona en un carcinoma
(Sampson et al., 2007).

En la zona periférica de la prostata como resultado de una inflamacién crénica o aguda
debida a factores desconocidos (patdégenos, enfermedades autoinmunes, dieta, etc.), las
células epiteliales aumentan su proliferacion adquiriendo un fenotipo intermedio entre las
células basales y las luminales. Este proceso es denominado atrofia proliferativa
inflamatoria (PIA) (De Marzo et al., 2007). Dichas células epiteliales estan sujetas a
procesos moleculares de stress, lo cual en algunas células puede desencadenar
inestabilidad genética y promover la transicién hacia un estadio de mayor progresion de
la enfermedad (Nelson et al., 2003).

En las zonas adyacentes a las lesiones de PIA se observan zonas con otro tipo de
lesidbn pre-neoplasica denominada neoplasia intraepitelial prostatica (PIN). Estas
lesiones son las consideradas precursoras del establecimiento y desarrollo del tumor en
el tejido prostatico. EI PIN se caracteriza por una proliferacion celular de las células
epiteliales del ducto prostatico principalmente en la zona periférica de la glandula
observandose una marcada heterogeneidad genética y pérdida de diferenciacion celular.
Histolégicamente pueden distinguirse dos etapas de esta lesién, PIN de bajo o de alto

grado fuertemente asociadas con el desarrollo del carcinoma. Al igual que el PCa, estas
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lesiones son multifocales y su incidencia se incrementa con la edad. La aparicién de PIN
de alto grado, suele preceder a la del carcinoma al menos en 10 afos, ya que éste es el
periodo necesario para que ocurra la progresion tumoral (Abate-Shen and Shen, 2000)
(Figura 6A).

La primera evidencia histolégica de cancer es una progresiva pérdida de la membrana
basal en la glandula, seguido de anormalidades en los marcadores de diferenciacion,
incremento en el tamafno del nucleo de las células y variacién del contenido gendémico

ocasionando inestabilidad genémica, y un aumento en la proliferacion celular.

A

Estadio |

B| —
’i___ﬁpitelio prostﬁtico normal >

" Atrofia proliferativa
L inflamateria (PIA)

v

( Neoplasia prostatica s
__intraepitelial (PIN)

r de prostata localiz

Estadio IV

L El céncer se punde

R — diseminas hasta

Wi ""’——‘m‘mmanu
-

——

Figura 6. Esquema representativo de las etapas de desarrollo del PCa. A) llustracion
de la localizacion de tumor de prostata y su propagacion a lo largo de las diferentes etapas
a las diferentes regiones del organismo (Extraido de Instituto Nacional del Cancer, Institutos
Nacionales de la Salud, EE.UU) B) Diagrama de flujo representando el desarrollo de
lesiones pre-neoplasicas hasta el establecimiento del PCa y sus etapas posteriores
(Adaptado de (Nelson et al, 2003)).

En el primer estadio (Estadio I), las células tumorigénicas se asemejan a las normales y
la glandula se mantiene dentro de los limites de tamafio normal al tacto. El tumor se
encuentra localizado en la cdpsula de la préstata, sin compromiso ganglionar, es

asintomatico, pero en caso de ser detectado, generalmente se adopta una postura de
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seguimiento cuidadoso o “Active Surveillance” evaluando los niveles séricos de PSA y
tacto prostatico por examen digital del recto (DRE). Dependiendo de los resultados de
estos examenes, en ocasiones se solicita una biopsia prostatica para precisar el
diagnéstico.

El tumor en estadio Il aun se encuentra confinado a la glandula prostéatica, pero ya es
detectado mediante DRE, mientras que en el estadio lll, se observa diseminacion de las
células tumorales hasta las vesiculas seminales. A estos Ultimos 2 estadios también se
los conoce como PCa localmente avanzado y se caracterizan por que las células
tumorales son dependientes de andrégenos para crecer y sobrevivir. En el estadio IV,
también conocido como metastasico, las células tumorales metastatizan principalmente
a hueso, ocasionando lesiones osteoliticas, que causan dolor y reducen la movilidad de
los pacientes (Figura 6). El tratamiento aplicado en estas etapas es la terapia hormonal.
Durante los primeros anos de tratamiento, los pacientes responden satisfactoriamente,
pero al cabo de un tiempo las células tumorales se vuelven resistentes a la ablacion de
andrégenos y progresan de manera descontrolada nuevamente.

Es en este momento que se reconoce un estadio final de la enfermedad, denominado
cancer independiente a androgenos o resistente a castracion (Castration Resistant
Prostate Cancer — CRPC), en donde la terapia de ablacién de andrégenos ya no es
mas efectiva. Durante este estadio la terapia se focaliza solo en mejorar la sobrevida y
calidad de vida del paciente ya que aun no se han identificado o generado tratamiento
para este estadio de la enfermedad (www.cancer.gov).

El tumor en estadio Il aun se encuentra confinado a la glandula prostatica, pero ya es
detectado mediante DRE, mientras que en el estadio lll, se observa diseminacion de las
células tumorales hasta las vesiculas seminales. A estos ultimos 2 estadios también se
los conoce como PCa localmente avanzado y se caracterizan por que las células
tumorales son dependientes de andrégenos para crecer y sobrevivir. En el estadio IV,
también conocido como metastasico, las células tumorales metastatizan principalmente
a hueso, ocasionando lesiones osteoliticas, que causan dolor y reducen la movilidad de
los pacientes (Figura 6). El tratamiento aplicado en estas etapas es la terapia hormonal.
Durante los primeros afnos de tratamiento, los pacientes responden satisfactoriamente,
pero al cabo de un tiempo las células tumorales se vuelven resistentes a la ablacién de
andrégenos y progresan de manera descontrolada nuevamente. Es en este momento

que se reconoce un estadio final de la enfermedad, denominado cancer independiente
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a andrégenos o resistente a castracion (Castration Resistant Prostate Cancer —
CRPC), en donde la terapia de ablacién de andrégenos ya no es mas efectiva. Durante
este estadio la terapia se focaliza solo en mejorar la sobrevida y calidad de vida del
paciente ya que aun no se han identificado o generado tratamiento para este estadio de
la enfermedad ( www.cancer.gov).

Los carcinomas de préstata se clasifican en distinto grado segun sus caracteristicas
histolégicas, o que se denomina grado de Gleason. De acuerdo a este sistema, al
patrén histolégico mas representativo del tumor se le asigna un grado de 1 a 5, a la
segunda morfologia histolégica mas prominente se le asigna otro grado, ambos grados
son sumados y reportados como el grado de Gleason del tumor. El grado de Gleason 3
es el més frecuente en el PCa y consiste en glandulas pequefas no fusionadas. Un
grado de Gleason 4 consiste en glandulas pequenas fusionadas y un grado de Gleason
5 consiste en laminas de células anaplasicas sin glandulas distinguibles. Generalmente,
los tumores de PCa con un grado de Gleason de 5 a 7 son considerados de grado
intermedio 0 moderadamente diferenciados y aquellos con un grado de 8 a 10 son

considerados de alto grado o pobremente diferenciados (Gleason, 1966).

1.7. Diagnostico del PCa

Generalmente el PCa se diagnostica por la medicién repetida en un periodo de tiempo
de un nivel elevado del PSA y por un examen rectal digital anormal (DRE) (American
Cancer Society, 2007). Estos dos métodos también forman parte del control que esta
Sociedad recomienda a todos los hombres mayores a 50 afos, presenten o no
sintomatologia. Los niveles de PSA en suero de hombres sanos son bajos, mientras que
en hombres con PCa u otros desérdenes prostaticos como infecciones, inflamacion o
hiperplasia benigna prostatica (BPH), son elevados. El valor critico de PSA en suero es
de 4 ng/ml, valores menores a este son considerados normales. Los pacientes que
presentan la repeticion en el tiempo de valores que excedan el valor critico son
considerados para realizar una biopsia prostatica. Gracias al seguimiento de los niveles
de PSA en suero, junto con el DRE y la biopsia de la prostata la mayoria de los PCa son
descubiertos en la primera fase de la enfermedad, es decir mientras los tumores estan

localizados en la glandula (Taichman et al., 2007).
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Desafortunadamente la mediciéon de PSA no es lo suficientemente sensible ni especifico
para la deteccion del PCa clinicamente relevante, ya que los niveles elevados de PSA
también pueden variar a causa de otras patologias prostaticas benignas, como infeccién,
inflamacion y la BPH. Este hecho ha provocado que en la actualidad el PCa sea sobre-
diagnosticado; se estima que hoy en dia se brinda tratamiento a 20 pacientes, de los
cuales solo uno moriria por PCa (Taichman et al., 2007).

1.8. Alteraciones genéticas asociadas al PCa

El cancer puede ser originado a partir de alteraciones multiples en tres clases de genes:
los oncogenes, los supresores tumorales y los involucrados en la reparacion del ADN.
Estos cambios pueden ser genéticos o epigenéticos, causados por carcinégenos
quimicos, fisicos o bioldgicos, entre otros. Como ocurre con todos los tipos de cancer, el
PCa es una enfermedad genética ocasionada por acumulaciones de mutaciones
cromosomicas. En la gran mayoria de los casos, las mutaciones son somaticas, es decir
se encuentran Unicamente en las células tumorales del epitelio prostatico. Cuando
algunas mutaciones estan presentes en las células germinales se transmiten de
generacion en generacion y estan presentes en todas las células del organismo. Esta
ultima modalidad da lugar a los sindromes familiares de PCa, que constituyen entre el 13
y el 26% del total de estos tumores (Hsing and Chokkalingam, 2006). Se han identificado
numerosas mutaciones alélicas de baja penetrancia denominadas polimorfismos
geneéticos, que son relativamente mas frecuentes y aumentan el riesgo de padecer esta
enfermedad. En base a todo esto algunos autores atribuyen hasta el 40% de todos los
PCa a factores genéticos (Hsing and Chokkalingam, 2006).

Se han desarrollado numerosos estudios con el fin de identificar el o los genes
responsables del PCa (Reynolds, 2008) (Shand and Gelmann, 2006). De esta manera,
se describieron numerosas vias moleculares desreguladas en la célula tumoral
prostatica debido a la alteracion de la expresion de genes supresores de tumores y
oncogenes.

A continuacién describiremos brevemente las alteraciones genéticas que estan

especificamente asociadas al PCa:
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e re-arreglos cromosomicos: los mas frecuentes observados ocurren en los
autosomas 8, 13, 7, 10, 16, 6 y 17 en orden decreciente de aparicién, y en los
cromosomas sexuales X e Y (Reynolds, 2008).

e inactivacion de genes supresores tumorales: 10s genes supresores tumorales mas
importantes identificados en préstata son los siguientes:

PTEN: regula las vias de sefales involucradas en la proliferacién celular y la apoptosis
de las células normales, y la pérdida de su funcion contribuye a la progresion del cancer
(Hughes et al., 2005)

p53: desempena un papel critico en el control del ciclo celular, modulando el crecimiento
y la proliferacion celular. Su expresién aberrante ha sido asociada a la progresiéon de
PCa hacia estadios de hormono-independencia y desarrollo de metastasis éseas
(Hughes et al., 2005).

RB: su inactivacién tiene un rol relevante en la transformacion neoplasica, induce la
actividad del factor de transcripcion E2F1 que regula genes involucrados en la
proliferacién (Hughes et al., 2005).

NKX83.1: especifico de prostata, esencial en el desarrollo normal de la glandula. La
pérdida de su expresion podria ser uno de los eventos mas tempranos en suceder y se
relaciona con la progresion del PCa (Shand and Gelmann, 2006).

GST1 (glutation S-transferasa): enzima que participa en la prevencion del dafo en el
ADN (Hughes et al., 2005).

BRCA1: gen de susceptibilidad al cancer de mama (BRCA1). Mutaciones germinales en
este gen aumentan el riesgo de desarrollar cancer de mama, ovario (Miki et al., 1994) y
estan asociadas con una mayor agresividad y mal pronostico del PCa (Agalliu et al.,
2009) (Gallagher et al., 2010). Recientemente fue reportado que mutaciones en BRCAT
aumentan el riesgo de desarrollar PCa (Castro and Eeles, 2012) (Leongamornlert et al.,
2012).

e activacion de oncogenes: se identificaron pocos oncogenes involucrados en la
tumorigénesis prostatica, entre ellos encontramos a MYC (Hughes et al., 2005); BCL-2
(Hughes et al., 2005); ETS (Clark et al., 2007).

e alteraciones en el receptor de androgenos: Los andrégenos son esenciales para el
desarrollo y crecimiento de la préstata, principalmente la testosterona y su metabolito
activo la DHT. El AR, receptor nuclear de hormonas esteroideas, se une a la DHT en el

citoplasma, dimeriza y transloca al nucleo. De esta manera, el receptor activo
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interacciona con las secuencias ubicadas en los sitios ARE (elementos respondedores a
androgenos) de los promotores promoviendo la transcripcién de los genes blancos.
Existen variantes alélicas este gen en la poblacién general, lo que indica que es
altamente polimérfico. Fueron relacionados al PCa el polimorfismo CAG (Shand and
Gelmann, 2006); mutaciones en la secuencia del receptor, que aumentan su actividad o
generan la pérdida de especificidad del mismo (Schulz et al., 2003).

1.9. Etiologia del PCa

El PCa es una enfermedad multifactorial en la que tanto factores genéticos como
ambientales influencian el riesgo de desarrollar esta patologia. Algunos autores
clasifican a estos factores de riesgo como enddégenos o constitucionales (edad,
historia familiar, perfil hormonal, raza) y factores exdégenos, que corresponden con el
estilo de vida del paciente (dieta, ocupacién y exposicion a diferentes agentes
ambientales carcinogénicos) (Bostwick et al., 2004).

Recientemente, numerosos estudios epidemioldgicos demostraron que tanto el estilo de
vida como la dieta tienen un rol crucial en la biologia y la tumorigénesis del PCa,
influenciando no solo el desarrollo sino también la progresién de la enfermedad
(Cheetham and Katz, 2011).

1.9.1 Rol de BRCAT1 en la etiologia del PCa

Dentro de los factores constitucionales o enddégenos podemos encontrar los factores
geneticos, familiares y hereditarios, que son de particular relevancia en este trabajo
debido a la importancia de la expresion de BRCA1 en los modelos analizados.

El gen de la susceptibilidad al cancer de mama, BRCA1, codifica para una proteina
reconocida como supresora tumoral (Miki et al, 1994). Entre sus funciones podemos
describir la participacion en la respuesta al dafno en el ADN, en la regulacién del ciclo
celular, en la regulacién de la apoptosis, en la co-regulacidén de la transcripcidén (Yoshida
and Miki, 2004) y en la sensibilidad a agentes quimioterapéuticos.

Varias lineas de evidencias implicaron al gen BRCA1 en la patogénesis de PCa. Como

por ejemplo: a) existe una gran incidencia de PCa entre parientes masculinos de
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pacientes con cancer de mama (Tulinius et al., 1992); b) los portadores de BRCAT1
mutado tienen un alto riesgo de desarrollar PCa, ademéas de cancer de mama y ovario
(Castro and Eeles, 2012; Douglas et al., 2007; Ford et al., 1994) (Leongamornlert et al.,

2012); y c) BRCAT1 interactua directamente con el AR estimulando su actividad (Park et
al., 2000; Yeh et al., 2000).
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CAPITULO II

TERAPIAS PARA EL CANCER DE
PROSTATA
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A pesar de los avances en el entendimiento del crecimiento y desarrollo del PCa, sigue
siendo el cancer con mayor incidencia y la segunda causa de muerte debido a cancer en
hombres en nuestro pais y en el mundo (Jemal et al., 2011).

La mayoria de los pacientes a los que se les diagnostica la enfermedad en estadios
tempranos, en los que el tumor todavia responde a andrdégenos, son beneficiados con la
terapia de ablacion de andrégenos durante un tiempo determinado. Dicha terapia es
efectiva mientras las células tumorales respondan a los andrégenos para crecer. La
activacion del AR por andrégenos (como testosterona o DHT) estimula la proliferacion
celular e inhibe la apoptosis en las células tumorales, permitiendo el crecimiento y la
progresion del tumor (Feldman and Feldman, 2001). Cuando el AR es activado por
androgenos, transloca al ndcleo y se une a elementos de respuesta a androgenos en el
ADN e induce la activacion transcripcional de genes blancos (Shand and Gelmann,
2006).

Eventualmente la enfermedad progresard a un nuevo estadio molecular y clinicamente
heterogéneo, conocido como CRPC, caracterizado con un pronéstico complicado vy
como un desafio terapéutico (Pienta and Bradley, 2006). En la progresion del cancer al
estadio resistente a hormonas, inducido por la supresiéon continua de andrégenos, la
senalizaciéon del AR es mantenida mediante una variedad de mecanismos: aumento de
la expresién del AR (Chen et al., 2004), amplificacién del gen de AR (Koivisto et al.,
1997), mutaciones genéticas en el gen de AR que producen cambios estructurales
(Taplin et al., 1995) o variantes de splicing en el ARNm (Sun et al., 2010). Estos
mecanismos disminuyen la especificidad y llevan a una inapropiada activacion del
receptor por moléculas distintas a los androgenos (estrégenos, progestinas, tirosina
quinasas), resultado en un AR fenotipicamente promiscuo. También se ha descripto que
en CRPC existe una continua produccion de andrégenos por la glandula adrenal y por el
cancer mismo (Mostaghel et al., 2007), que generan un nivel de testosterona
intraprostatico suficiente para estimular el AR.

Las opciones terapéuticas para este estadio refractario a hormonas, incluye tratamiento
de los sintomas, radioterapia en los sitios mas dolorosos, bifosfonatos y quimioterapia
paliativa (Leo et al.,, 2011). La primera linea de quimioterapia actual, basada en
docetaxel, reduce los niveles de PSA, alivia el dolor y mejora la sobrevida de los
pacientes (Petrylak et al., 2004).
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Eventualmente, el tumor volvera a seleccionar células resistentes a docetaxel y sera
refractario a esta terapia. La resistencia a docetaxel puede ocurrir por procesos
intrinsecos de la biologia de PCa o por mecanismos generales de resistencia a drogas,
comunes en distintos tipos de tumores (Antonarakis and Armstrong, 2011). Por un lado

la resistencia podria deberse a una mala distribucion de la droga, debido a la
desorganizacion y flujo caético de sangre en los vasos sanguineos que se encuentran
en las mediaciones del tumor (Kyle et al., 2007). Esta misma condicién extracelular
genera una situacion de hipoxia en las células tumorales pobremente nutridas,
induciendo una resistencia a drogas dependientes del ciclo celular y seleccionando
fenotipos celulares aun mas malignos (Heldin et al., 2004). Por otro lado la efectividad
del docetaxel esta limitada por su alta afinidad por la bomba de eflujo de drogas de
membrana (glicoproteina P). Dicha bomba disminuye la concentracion intracelular de
esta droga. Las células que aumentan la sintesis de esta bomba dependiente de ATP se
vuelven resistentes a docetaxel y a paclitaxel (Rowinsky et al., 1998). Esta resistencia es
conferida por la sobreexpresion del gen de multiresistencia (MDR1) que codifica para la
glicoproteina P (Borst et al., 2000). Otros mecanismos de resistencia a docetaxel posible
son las alteraciones en la estructura o funcién de los microtubulos. Mutaciones en el gen
de la B tubulina podrian afectar la union de la droga o aumentar el contenido de esta
proteina (Berrieman et al., 2004).

La sobrevida media en pacientes con PCa metastasico y resistente a docetaxel, es menor a
un afno (Leo et al., 2011). En el 2010 la FDA aprob6é como segunda linea quimioterapéutica
en pacientes CRPC resistentes a docetaxel, a la terapia basada en cabazitaxel, otro taxol
con alta afinidad a la tubulina. La combinacién de cabazitaxel con prednisona fue el
tratamiento que ofrecié una mayor sobrevida en los pacientes que se encontraban en esta
etapa de la enfermedad. Debido a la alta incidencia de neutropenia y muertes debido a
neutropenia, consecuencia de este tratamiento, se recomienda la administracién cautelosa
y monitoreo apropiado en la administracion de estos agentes (Paller and Antonarakis,
2011).

Hoy en dia, sigue siendo critico el desarrollo de nuevos agentes y combinaciones para el
tratamiento de esta etapa de la enfermedad, buscando siempre mejorar las condiciones

conseguidas con las terapias actuales.
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El mayor conocimiento de la etapa CRPC permitié el crecimiento de una nueva era de
desarrollo de drogas antitumorales con blancos moleculares especificos (Attard et al.,

2006) muchas de las cuales actualmente se encuentran en ensayos clinicos.

En este trabajo de tesis estudiaremos estrategias y combinaciones terapéuticas
para el PCa independiente de androgenos, utilizando drogas que modulan distintos
procesos celulares. A continuacion desarrollaremos las terapias recomendadas por
el Instituto Nacional del Cancer de los Institutos Nacionales de Salud de los EE.
UU., haciendo también referencia a los tratamientos descriptos por el Instituto
Nacional del Cancer del Ministerio de Salud, Argentina.

2.1 Distintos abordajes para el tratamiento del PCa

El tratamiento mas adecuado para cada paciente, dependera de varios factores siendo
los principales el estadio del cancer, el grado de Gleason del tumor, la edad, los
sintomas y la salud del paciente en general.

Los tratamientos disponibles para el PCa segun el Instituto Nacional del Cancer de los
Institutos Nacionales de Salud de los EE. UU. son:

¢ Vigilancia activa o “active surveillance”

o Cirugia

e Radioterapia

e Terapia hormonal

e Quimioterapia

¢ Vigilancia activa

Este tratamiento puede ser propuesto por el médico en el caso de que el paciente sea
diagnosticado en un estadio temprano de la enfermedad, en el que el tumor pareceria
crecer lentamente.

Se trata de no proceder con ningun tratamiento, mientras se controla el avance de la
enfermedad mediante examenes de PSA, DRE y biopsias. En el caso de que con alguno
de estos examenes se verifique el avance del cancer, entonces se procedera a evaluar

el o los mejores tratamientos para el paciente.
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La vigilancia activa evita o retrasa los efectos secundarios de otras terapias como la
cirugia o radiacion, pero podria reducir la posibilidad de controlar el cancer antes de que

avance.

e Cirugia

Este tratamiento se aplica en el caso de que el tumor se encuentre localizado en la
préstata en pacientes que estén atravesando estadios tempranos de la enfermedad. En
algunos casos se puede realizar en pacientes con PCa avanzado con el objetivo de
aliviar los sintomas. Se puede realizar una prostatectomia total o parcial dependiendo de
la ubicacién del tumor en la glandula, y generalmente se extirpan también los ganglios
linfaticos cercanos.

Entre las desventajas posibles de este procedimiento podemos describir la recuperacién
luego de la operacién, incontinencia urinaria, impotencia sexual e imposibilidad de la
produccién de semen. Estas consecuencias de la cirugia dependen de la habilidad del
cirujano y de cada caso en particular y para la mayoria de ellas existen farmacos que

permiten controlar estos efectos.

e Radioterapia

El objetivo de esta técnica es destruir las células que se encuentran bajo el area de
tratamiento. Generalmente la aplicacién de rayos de alta energia se realiza en estadios
tempranos de la enfermedad, en los que el tumor se encuentra localizado. Se puede
aplicar la radioterapia en lugar de realizar la prostactectomia, o se puede utilizar luego
de la cirugia para destruir células tumorales que hubieran quedado en el area. En etapas
avanzadas, se utiliza para aliviar el dolor de los pacientes.

Los efectos secundarios de esta terapia dependen principalmente del tipo y dosis de
radiacion. Entre los mas comunes podemos destacar el cansancio, incontinencia,

impotencia y sensibilidad en la zona de la piel desde la que se aplicaron los rayos.

e Terapia hormonal

El objetivo de esta terapia es disminuir los niveles de hormonas masculinas a nivel
sistémico de modo de impedir el crecimiento de las células tumorales.

La terapia hormonal se aplica en pacientes con PCa avanzado, y en algunos casos en

etapas tempranas de la enfermedad como terapia adicional a la cirugia o radiacion.
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Los principales productores de la testosterona son los testiculos, y en menor cantidad la
glandula suprarrenal. Se pueden distinguir dos formas de terapia hormonal, la utilizacién
de farmacos o la cirugia de testiculos (orquiectomia). Entre los farmacos utilizados
podemos encontrar:

Antiandrégenos: bloquean la accién de las hormonas (por ejemplo flutamida),

Agonistas LH-RH (agonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante): impiden
que los testiculos libren las hormonas (leuprolide)

Farmacos que impiden que las glandulas suprarrenales produzcan testosterona
(ketoconazol).

Cuando el cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo los médicos generalmente
controlan el avance de la enfermedad con la terapia hormonal por varios anos. Sin
embargo, eventualmente, la mayoria de los canceres se vuelven resistentes a la terapia
hormonal y evoluciona hacia un estadio independiente de hormonas.

Los efectos secundarios de esta terapia afectan la calidad de vida del paciente. Entre
ellos podemos describir impotencia, pérdida del deseo sexual, debilidad en los huesos,

nauseas, crecimiento o sensibilidad de senos.

e Quimioterapia

La quimioterapia se aplica en estadios avanzados del PCa (CRPC) en los que la
enfermedad no responde a la terapia hormonal.

En nuestro pais, la primera linea de tratamiento quimioterapéutico en pacientes con
CRPC es la combinacion de docetaxel y prednisona, segun el Instituto Nacional del
Cancer (Ministerio de Salud, Argentina). A partir del aflo 2004 en EE. UU. se aprobé el
uso de la combinacion de docetaxel y prednisona como terapia para pacientes con
CRPC metastasico, luego de dos ensayos clinicos de Fase Ill que reportaron una mejora
en la sobrevida de los pacientes (Tannock et al., 2004)(Petrylak et al., 2004). El
docetaxel es un taxol extraido de la planta europea Yew Taxus baccat, que se une a la
subunidad B de la tubulina, la cual es incorporada al citoesqueleto de los microtubulos
durante la fase G2/M del ciclo celular, inhibiendo la despolimerizacion de los mismos e
induciendo de este modo la formacion de haces de microtubulos estables. Esta
interrupcion del equilibrio normal de los microtubulos lleva a la muerte celular de las
células en division (Verweij et al., 1994). La prednisona es un glucocorticoide sintético

antiinflamatorio derivado de la cortisona. Actia como agonista del receptor de
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glucocorticoides e inhibe la infiltracion leucocitaria interfiere con la funcién de los
mediadores en la respuesta inflamatoria y suprime la respuesta inmune tumoral
(www.drugbank.ca). Aunque el tratamiento con docetaxel tiene efectos paliativos y
aumenta la sobrevida de los pacientes, no es la Ultima respuesta para esta etapa del
PCa debido a que eventualmente el tumor se vuelve resistente a este agente
quimioterapéutico, o a que los pacientes no pueden tolerar por largo tiempo la toxicidad
del mismo (Antonarakis and Armstrong, 2011).

Desde el Ministerio de Salud de Argentina, se recomienda no volver a exponer los
pacientes que recibieron tratamiento con docetaxel a este agente, y se propone como
segunda linea de quimioterapia en CRPC metastasico resistente a docetaxel, las
combinaciones de cabazitaxel con prednisona. El cabazitaxel es otro taxol, que se une a
la tubulina, pero que difiere del docetaxel en su baja afinidad por una bomba de eflujo de
drogas dependiente de ATP, denominada glicoproteina P (Paller and Antonarakis, 2011).
Las células que se vuelven resistentes a docetaxel, presentan alta expresiéon de esta
glicoproteina, pero son sensibles a cabazitaxel. En 2010 la Administracion de alimentos y
drogas (FDA) aprobd el uso de cabazitaxel como una nueva opcion para pacientes con
CRPC metastasico resistente a docetaxel (Borst et al., 2000).

También se ha propuesto al paclitaxel como segunda linea terapéutica para CRPC
resistente a docetaxel. Se ha comprobado en estudios clinicos que el paclitaxel combinado
con carboplatino fue bien tolerado y que los pacientes presentaron una respuesta positiva
de PSA y de sobrevida. Aun asi, la evidencia clinica publicada no es suficiente, por lo que
esta combinacidn y otras siguen siendo estudiadas a nivel clinico y pre clinico (Jeske et al.,
2011) (Sella et al., 2009).

Debido a que existe una falta de sustento para indicar una tercera linea de quimioterapia,
se aconseja alentar a los pacientes en esta etapa de la enfermedad a la participar de
ensayos clinicos.

El compromiso metastasico en el PCa avanzado es principalmente 6seo, y ocurre en el
80% de los casos. Entre eventos los esqueléticos relevantes en la metastasis a hueso,
podemos describir la compresion medular, la invasion en la pelvis y en costillas
(Coleman et al., 2005). El Ministerio de Salud recomienda el uso de acido zoledrénico
en pacientes con enfermedad ésea metastdsica secundaria en CRPC. El acido
zoledrénico es un bifosfonato que actua adhiriéendose al hueso, interrumpiendo la

degradacioén excesiva del mismo y reequilibrando el proceso de remodelacién natural. Es
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una droga bien tolerada en pacientes, disminuye el dolor y retrasa la aparicién de los
eventos esqueléticos (Saad et al., 2006).

Ensayos clinicos actuales en PCa

La investigacion ha mejorado la deteccion, el tratamiento y la expectativa de vida del
paciente con PCa. Se espera que nuevas investigaciones ofrezcan a mas hombres ser
tratados exitosamente. En todo el mundo, se estan llevando a cabo ensayos clinicos
evaluando nuevas estrategias de terapia en los que se incluyen, radioterapia,
hormonoterapia y quimioterapia.

Se pueden encontrar varios trabajos de ensayos clinicos en la base de datos del Instituto
Nacional del Cancer (EE. UU), como por ejemplo: Evaluation of Safety of Cabazitaxel
(Jevtana) in Patients With Metastatic Hormone Refractory Prostate Cancer: Fase lll. El
objetivo es evaluar la seguridad del tratamiento con cabazitaxel en CRPC, en
combinacién con prednisona oral.

o STAMPEDE: Systemic Therapy in Advancing or Metastatic Prostate Cancer:
Evaluation of Drug Efficacy: A Multi-Stage Multi-Arm Randomized Controlled Trial. Fase
Ill. En este ensayo aplican 5 tratamientos que se utilizan actualmente para PCa
avanzado (acido zoledronico, docetaxel, celecoxib, abiraterona y radioterapia), pero en
combinacidén con el tratamiento hormonal y en estadios tempranos de la enfermedad.

e Triptorelin, Flutamide, and External-Beam Radiation Therapy or External-Beam
Radiation Therapy Alone in Treating Patients With Stage Il or Stage Ill Prostate Cancer.
Fase Ill. En este estudio, se combinara la terapia hormonal (triptorelina y flutamida,
inhiben la produccidén de andrégenos desde las glandulas adrenales) con la radioterapia.
Se compararan los efectos de la terapia combinada, con los efectos de la radioterapia
solamente. En estadios avanzados de PCa.

Como podemos observar a partir del ejemplo de tres ensayos clinicos, aun se estudia la
efectividad y seguridad del uso de los agentes que fueron aprobados para el tratamiento
de PCa. Por un lado el docetaxel, primera linea terapéutica, continia en estudio debido
a la resistencia que el tumor genera a esta droga. Se busca combinarlo con otras
terapias de modo de actuar de forma mas agresiva sobre el tumor y tratar de retrasar
este mecanismo no deseado. Por otro lado se busca combinar al cabazitaxel, segunda
linea quimioterapéutica, con otro agente de modo de generar una terapia dirigida que

permita mejorar la sobrevida de los pacientes en esta etapa.
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Esta tercera linea quimioterapéutica que abarca a los ensayos clinicos describe al
tratamiento del PCa como un proceso que todavia se encuentra en desarrollo e
investigacion. Debido a la resistencia que adquieren las células tumorales a la terapia
hormonal y luego al docetaxel, es imprescindible la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas para el estadio avanzado de esta enfermedad.

En este trabajo de tesis se investigaran distintas drogas y sus combinaciones con
el objetivo de proponer nuevas terapias posibles para CRPC. Entre las drogas
utilizadas se encuentran el paclitaxel, un taxol que no comparte los mecanismos
de resistencia que adquieren los tumores frente al docetaxel; el flavopiridol, un
flavonoide semisintético que inhibe el ciclo celular; el CPS49, un analogo de la
talidomida con una gran actividad antiangiogénica, y el olaparib, inhibidor de
PARP, que en aquellas células con una actividad de BRCA1 deficiente, induce
muerte celular.En el proximo capitulo describiremos las caracteristicas principales

de cada uno de estos agentes y los estudios pre-clinicos y clinicos en PCa.
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CAPITULO III

AGENTES ANTITUMORALES
PARA EL CRPC UTILIZADOS EN
ESTE TRABAJO
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3.1 El paclitaxel como tratamiento para PCa

El primer taxol utilizado como quimioterapéutico para el tratamiento del cancer fue el
paclitaxel. En 1992, la FDA aprob6 su uso en cancer de ovario refractario (Trimble et al.,
1993).
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Figura 7. Estructura quimica de paclitaxel (arriba) y docetaxel (abajo). La
formula quimica de paclitaxel es C4H5:0:4. Este agente es altamente lipofilico e
insoluble en agua. El docetaxel difiere del paclitaxel en dos posiciones en su
estructura quimica y esto lo hace mas soluble en agua que le primero. La férmula

quimica del docetaxel es C43Hs3sNO1,.

El paclitaxel, como el docetaxel, se une a la subunidad B de la tubulina,
preferencialmente en microtubulos que en dimeros de tubulina. Al unirse inhibe la
despolimerizacion de los microtubulos, induciendo la formacion de microtubulos

estables, lo que lleva a la muerte celular (Manfredi and Horwitz, 1984).
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Tanto el paclitaxel como el docetaxel son prescriptos como agentes antineoplasicos para
una gran cantidad de enfermedades como el cancer de pulmén, de mama, de préstata,
de eséfago, de vejiga, entre otros (Yared and Tkaczuk, 2012). Aunque ambos agentes
son clinicamente activos, su uso genera varios efectos no deseados que impiden el uso
continuo de los mismos como terapia. Varios de los efectos secundarios estan asociados
a los solventes que se utilizan para diluir estos compuestos. El paclitaxel es diluido en
50% de Cremophor y en 50% de alcohol, para su uso clinico (Verweij et al., 1994). Entre
los efectos secundarios mas comunes podemos encontrar reacciones de

hipersensibilidad y neuropatia periférica.

El uso de paclitaxel en CRPC resistente a docetaxel fue clinicamente evaluado en
distintos ensayos clinicos (Jeske et al., 2011).

Estudios en pacientes con CRPC que fueron tratados previamente con docetaxel,
demostraron que el tratamiento combinado de paclitaxel y carboplatino como segunda
linea terapéutica, fue bien tolerado, redujo el valor de PSA en los pacientes y aumenté el
porcentaje de sobrevida (Jeske et al., 2011)(Cabrespine et al., 2006). Debido a la
eficacia en estos tratamientos, se concluye que no existe una resistencia cruzada entre
el docetaxel y el paclitaxel. Mas aun, estudios en cancer de mama mostraron que la
resistencia a docetaxel no implica resistencia a otras terapias basadas en taxoles
(Taguchi et al., 2004; Valero et al., 1998). Esta particularidad podria deberse a que
ambos agentes se unen a distintos sitios de la tubulina, por lo que una mutacién puntual
no implicaria la resistencia al otro agente (Snyder et al., 2001).

Con la emergencia del cabazitaxel en 2010 como segunda linea de quimioterapia para
CRPC, el uso de paclitaxel todavia es incierto, ya que se necesitan mas estudios que
demuestren que este agente es aun mas efectivo que el cabazitaxel y que su uso tiene

menores efectos secundarios en los pacientes.

En este trabajo de tesis con el objetivo de mejorar las terapias actuales se estudiaran los
efectos de la combinacion de paclitaxel con el CPS49, un potente inhibidor de la
angiogénesis, utilizando bajas dosis de ambas drogas de modo de disminuir los efectos

toxicos en los pacientes.
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3.2 El ciclo celular como blanco terapéutico para el cancer de prostata:
flavopiridol

El ciclo celular representa una serie de eventos intimamente relacionados que permiten
a la célula crecer y proliferar, y regula la division celular protegiendo a la célula del dano
al ADN. Uno de los elementos criticos de la maquinaria del ciclo celular son las quinasas
dependientes de ciclinas (CDK), que al activarse permiten a la célula el pasaje de una
fase a otra en el ciclo. Estas proteinas son reguladas positivamente por ciclinas y
negativamente por inhibidores de CDK naturales.

Las células tumorales presentan una desregulacion del ciclo en la que se sobre-
expresan ciclinas o se inhibe la actividad de CDK inhibitorias, por lo que la célula tumoral
crece de forma no regulada.

El arresto en el ciclo también representa un mecanismo de sobrevida que permite a la
célula reparar el dafio que hubiera en el ADN. Si el ciclo continla sin haber sido
reparado el ADN, se activa la cascada de senalizaciéon apoptética, llevando a la célula a
la muerte (Johnson and Walker, 1999).

El uso de agentes quimioterapéuticos que tengan como blanco el ciclo celular, en
particular las CDKs, esta basado en la teoria en la que la inhibicion de CDKs podria
arrestar el ciclo celular, facilitando la induccion a la apoptosis. La inhibicién de las CDKs
por estos compuestos podria deberse a un efecto directo sobre la unidad catalitica de
estas proteinas como a un efecto indirecto mediado las vias regulatorias de la actividad
de las CDKs. Por otro lado, se ha descripto que estos agentes también tienen la
capacidad de inhibir la transcripcion, ya que las proteinas responsables de fosforilar el
dominio C terminal de la ARN polimerasa Il, son las CDKs 1, 7, 8 y 9 (Oelgeschlager,
2002). La inhibicion de la transcripcidon podria contribuir a los efectos pro apoptéticos de
estos agentes (Koumenis and Giaccia, 1997).

El flavopiridol (L86-8275) es un flavonoide semisintético derivado de un alcaloide que se
obtiene de una planta de la India (Figura 8A). Este agente antineoplasico es clasificado
como el mejor inhibidor de CDKs debido a su alta afinidad por estas proteinas y su
habilidad para inducir arresto en el ciclo celular en varias lineas celulares (Losiewicz et
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al., 1994). Se une e inhibe directamente a CDK1, CDK2, CDK4, CDK6 y CDKO9,
induciendo arresto en fase G1/S y G2/M (Figura 8B) (Schwartz and Shah, 2005).

Se ha descripto que la administracion de flavopiridol induce apoptosis en lineas
celulares hematopoyéticas mediante la activacién de la proteina MAPK (Cartee et al.,
2001) e inhibe moléculas antiapoptéticas como bcl-2, XIAP, p21°P"WAF “‘mel-1, ciclina
D1 (Schwartz and Shah, 2005). También se ha reportado que el flavopiridol es un
potente inhibidor del complejo Ciclina T1/CDK9, resultando en la reduccion de la
eficiencia de la elongacion transcripcional, lo que lleva a la disminucién de ARN
mensajeros de corta vida, entre los que se encuentran genes que promueven la
proliferacién celular (ciclina D1) y genes que inhiben la apoptosis (mcl-1 y XIAP) (Lam et
al., 2001).

Ensayos preclinicos en los que se evalla el efecto de flavopiridol arrojaron resultados
positivos respecto al uso de esta droga como agente anti-terapéutico en PCa. Estos
estudios demostraron que el flavopiridol presenta un alto potencial anti-proliferativo en
tumores xenotransplantados y un alto potencial selectivo en células prostaticas
comparado con células de melanoma (Drees et al., 1997).

En particular, se describié el efecto del flavopiridol en la viabilidad de células PC3. Esta
linea celular es una linea tumoral prostatica, andrégeno independiente, que fue
establecida de una adenocarcinoma prostatico humano con metastasis a hueso. El
tratamiento con 2 a 4 uM de flavopiridol disminuye la viabilidad celular en un 30%.
Asimismo el tratamiento con 10 mg/kg/dia de flavopiridol redujo el crecimiento de
tumores xenotransplantados originados a partir de la inoculacion de PC3 en ratones
nude (Jiao et al., 2008).

Se demostré mediante un microarreglo de cDNA llevado a cabo en cuatro lineas
celulares de PCa, entre las que se encuentra PC3, que el tratamiento con flavopiridol
genera un perfil de expresidn génica especifico. Los 209 genes modulados por
flavopiridol se encuentran involucrados en la regulacién del ciclo celular, reparacién del
ADN, transduccién de sefales, transcripcion, adhesién celular, estructura celular,
apoptosis (Lu et al., 2004).

35



INTRODUCCION

Debido a la alentadora evidencia preclinica del flavopiridol en PCa, se realizaron
ensayos clinicos de Fase 1 y 2 en pacientes con CRPC tratados con flavopiridol
solamente. Lamentablemente los estudios arrojaron resultados desalentadores respecto
al uso de esta droga como Unico agente en el tratamiento de CRPC, en las dosis y el
protocolo evaluado. No se evidenciaron efectos clinicos relevantes y los efectos toxicos
secundarios al tratamiento fueron desfavorables. Entre ellos los mas comunes fueron
nauseas y diarrea. Por lo que se recomienda su evaluacion en combinacién con otros

agentes terapéuticos (Liu et al., 2004).

Otros estudios preclinicos demostraron que el flavopiridol aumenta la induccion de
apoptosis generada por paclitaxel en lineas tumorales mama y que esta induccién es
altamente dependiente del orden en el que se apliquen las drogas. Este régimen resulta
en la inhibicién de la actividad del complejo CDK/ciclina B1 y un consecuente aumento
en la apoptosis (Motwani et al., 2003).

Se concluye entonces que el orden de aplicacién de las drogas dependera de las
caracteristicas de la linea celular de PCa, como ser la dependencia a andrégenos y la
expresion de proteinas inherentes a cada linea celular. Debido a que los tumores
consisten en una poblacién heterogénea de tipos celulares, se sugiere que cualquiera de
las combinaciones podria funcionar para inhibir o retrasar el crecimiento tumoral e

inducir apoptosis (Gomez et al., 2006).
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Figura 8. A. Estructura quimica del flavopiridol. B. Efectos del flavopiridol en el ciclo
celular (Schwartz and Shah, 2005).
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A partir de estas evidencias preclinicas, se llevd a cabo un ensayo de Fase | en el que
se estudio el tratamiento combinado de flavopiridol y paclitaxel en pacientes con tumores
sOlidos en estadios avanzados. En este estudio se logré aplicar un esquema de
tratamiento de flavopiridol que logr6 reducir las altas toxicidades generadas por
flavopiridol, asi como se pudo observar una actividad clinica favorable en pacientes con
distintos tumores, entre los que se encontraban pacientes con CRPC, refractarios a
tratamiento con taxoles. Se sugiere que el flavopiridol podria ser utilizado como un
potenciador de la quimioterapia (Schwartz et al., 2002).

En base a las evidencias preclinicas y clinicas aqui presentadas, en este
trabajo de tesis se estudiara en modelos in vitro e in vivo de PCa el efecto de
bajas dosis de flavopiridol combinado con CPS49, un analogo de la talidomida,
0 con paclitaxel.

3.3 El estrés oxidativo y la inhibicion de la angiogénesis como blanco
terapéutico para el PCa: analogos de talidomida.

El desarrollo de la angiogénesis es requerida para permitir el crecimiento continuo de los
tumores. Se ha observado una intensa neovascularizacién alrededor de los tumores, y
en el caso de no haberla, los tumores no crecen mas de 2 0 3 mm de diametro. Una vez
que las células tumorales son capaces de reclutar su propio suministro de sangre,
pueden expandirse y metastizar (Kluetz et al., 2010).

En el PCa, el proceso angiogénico tiene un rol critico. Distintos estudios correlacionan
marcadores de angiogénesis con una etapa metastasica de la enfermedad, un alto grado
de Gleason y un peor pronostico. Se observd que la densidad microvesicular era
significativamente mayor en muestras de pacientes con enfermedad metastasica,
comparado con aquellas muestras de pacientes con enfermedad confinada a la glandula
(Weidner et al., 1993). Mas aun se ha descripto que el nivel del factor de crecimiento
vascular endotelial o VEGF tumoral en suero era mayor en pacientes con enfermedad
metastasica (Duque et al., 1999). Asi como también se describidé que el factor inducible

por hipoxia o HIF, que actia como mediador de la expresién de VEGF, presenta mayor
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expresidon en tejidos tumorales prostaticos comparado con tejidos prostaticos normales
(Du et al., 2003). Basandose en estas evidencias, la inhibicién de la angiogénesis se ha
convertido en un blanco terapéutico interesante para el tratamiento del PCa.

La talidomida (a-N- phtalimido- glutarimida) (Figura 9) es un agente antitumoral con
eficacia en distintas enfermedades y es actualmente utilizada en el tratamiento de

multiple mieloma.

Fue utilizado como sedativo en 1956, para mejorar las nauseas matutinas de las
embarazadas. Luego se confirm6 que la talidomida presentaba efectos teratogénicos y
causaba malformaciones congénitas en los bebés de las mujeres que habian utilizado

esta droga, por lo que es retirada del mercado (Lenz and Knapp, 1962).

En 1994 se describe que la talidomida tiene la capacidad de inhibir la angiogénesis en
un ensayo in vitro (D'Amato et al., 1994). Luego es aprobada por la FDA en 1998 para el
tratamiento de eritema leprosa, y en 2006 para el tratamiento del mieloma multiple,
debido a su propiedad antiangiogénica y anti-inflamatoria. Debido a estas propiedades,
se postul6 que la talidomida podria ser un prometedor agente terapéutico en el

tratamiento del cancer.

Se realizaron ensayos clinicos de fase Il, evaluando el efecto de la talidomida en
pacientes con CRPC. Se observé una reduccién en el nivel de PSA en suero y una
mejora en los sintomas clinicos (Figg et al., 2001). También se evalué la eficacia del
tratamiento de la talidomida en combinacién con otros agentes citotéxicos, como el
docetaxel, estramustina y otros taxoles, en los que se observd una buena actividad
antitumoral (Figg et al., 2007). Los efectos secundarios observados, como eventos
trombdticos, fatiga y neuropatia asociados a talidomida, llevaron al desarrollo de
analogos con el objetivo de mejorar la actividad antiangiogénica del compuesto y reducir
los efectos toxicos.

El grupo del Dr. William Figg (Center for Cancer Research, National Cancer Institute,
Bethesda), colaborador de nuestro laboratorio, describi6 al producto de
biotransformacion de la talidomida como el responsable de la actividad antiangiogénica
del agente (Price et al., 2002). Basandose en la estructura del metabolito, se sintetizaron
118 andalogos, que fueron estudiados en su capacidad de inhibir angiogénesis en
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ensayos in vitro. Dentro de estos analogos el que resaltdé por tener el mayor potencial
antiangiogénico in vivo e in vitro fue el CPS49, un andlogo tetrafluorinado de la
talidomida (Figura 9).
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Figura 9. Estructura quimica de la talidomida y los analogos utilizados en este
trabajo de tesis. Las estructuras de la talidomida y de los analogos lenalidomida y
CPS49 fueron adaptadas de la publicacion (Aragon-Ching et al., 2007a). Las estructuras
del resto de los analogos fueron obtenidas del Dr. William Figg (NCI, NIH, EE.UU.) quien

cintatiziA Ine rnmniincine

Otros grupos han desarrollado distintos analogos y se llegé a la identificacion de dos
grandes clases de analogos de la talidomida basandose en la diferencia en el patron de
secrecion de quemoquinas en el ensayo de estimulacion de células mononucleares de

sangre periférica humana (PBMC) con un liposacérido (LPS) (Corral and Kaplan, 1999).
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La primera clase de andlogos, denominada SelCiD (drogas inhibitorias de citoquinas
seleccionadas) inhiben TNF- a, pero tienen un efecto modesto en la produccion de IL-10
en PBMC inducido por LPS y en la activacion de células T. El rol mas prometedor de
esta clase de analogos pareceria ser como agentes anti inflamatorios (Aragon-Ching et
al., 2007a).La segunda clase de analogos denominada IMiD (drogas
inmunomodulatorias), demostrd una potente inhibicién de TNF-a, como de quemoquinas
proinflamatorias y apoptéticas, sin evidencias pre clinicas de teratogenia (Bartlett et al.,
2004). Estos compuestos son potentes coestimuladores de células T que fueron
parcialmente activadas por el receptor T, en células CD8+ y activan células natural killer,
mejorando la inmunidad del huésped contra células tumorales (Corral et al., 1999). Esta
clase comprende los compuestos que podrian ser utilizados como potentes agentes
antitumorales. Representativos de esta clase son la lenalidomida, y los compuestos
desarrollados por el grupo del Dr. William Figg: CPS49 y los analogos GU973, GU987,
GU990, GU992, GU993, GU998, GU1029 (Figura 9).

La lenalidomida es un andlogo inmunomodulador que ha demostrado tener mayor
potencia que la talidomida en ensayos de proliferacién y formaciéon de tubos in vitro
(Tohnya et al., 2004a), asi como en efectos anti-migratorios e inhibicién del crecimiento
tumoral en ensayos in vivo (Raje and Anderson, 2002). La lenalidomida fue estudiada en
un ensayo clinico de fase | como uUnico agente en pacientes con tumores solidos
refractarios. En este ensayo se observdé una estabilizacion de la enfermedad y una
buena tolerabilidad de la droga (Tohnya et al., 2004b). Se han llevado a cabo distintos
ensayos clinicos de fase | en los que se estudia el efecto antitumoral de la combinacién
de lenalidomida con otros agentes quimioterapéuticos como docetaxel, prednisona,
paclitaxel en pacientes con CRPC. Los resultados no fueron muy alentadores,
encontrando una respuesta antitumoral parcial o minima, con altas toxicidades

dependientes de la dosis.

Uno de los analogos tetrafluorinados de la talidomida, el CPS49 (Celegene. Inc),
perteneciente al grupo de la clase IMiD, ha demostrado tener una gran potencia y efecto
anti-angiogénico en ensayos in vitro, y particularmente demostro tener efecto citotoxico
en lineas celulares de PCa. El tratamiento con 25-200 pM de CPS49 disminuyo
significativamente la proliferacion de la linea LNCaP. Sin embargo en la linea PC3, fue

necesaria una concentracién de 200 uM para lograr una disminucion significativa de la
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proliferacién (Ng et al., 2003). Con el objetivo de evaluar los efectos in vivo del CPS49,
el grupo del Dr. Figg realizé un estudio de toxicidad, en el cudl se determind que la dosis
maxima tolerable en ratones nude es de 12,5 mg/Kg/dia intraperitonealmente durante 2
semanas (Ng et al., 2003). A partir de estos resultados se evalud el efecto antitumoral de
este analogo en animales xenotransplantados con tumores originados a partir de lineas
celulares PC3 o 22RV1. Los resultados indicaron que el tratamiento con CPS49 induce
la inhibicién del crecimiento tumoral de forma prominente en los tumores originados a
partir de la linea PC3 y de forma modesta en aquellos originados a partir de la linea
22RV1. Asimismo se evalud el efecto anti-metastasico del CPS49 en estos animales,
observando una significativa reduccién de las metastasis en pulmén (Ng et al., 2004).

Un trabajo publicado en 2006 propuso un mecanismo de accién que permite explicar el
efecto citotoxico y antiangiogénico del CPS49. Dicho trabajo demostré que el tratamiento
con CPS49 en células PC3, endoteliales y fibroblastos, induce la activacion de la
proteina p38, un miembro importante de la familia de MAPK que se activa frente al
estrés celular, conduciendo a dichas células a apoptosis (Warfel et al., 2006). Por otro
lado se ha descripto que la inhibicion de esta proteina aumenta los niveles de VEGF in
vitro e in vivo (Issbrucker et al., 2003). De esta forma se estima que la activacion de p38
por CPS49 podria contribuir también a los efectos antiangiogénicos de este agente.

El CPS49 fue también evaluado como posible terapia en leucemia, y se lo ha descripto

como perteneciente a un grupo de analogos de talidomida con actividad redox. Los
analogos de talidomida tienen la capacidad de amplificar rapidamente las ROS
intracelular. El aumento de ROS esta relacionado con un aumento de calcio intracelular,
la disipacion del potencial de membrana de la mitocondria y la disrupcion de la
estructura de la membrana mitocondrial, llevando a la muerte celular (Ge et al., 2006).
Esta citotoxicidad es altamente selectiva para lineas celulares de leucemia, comparado
con el resto de las lineas celulares mononucleares de sangre periférica (PBMC).

La capacidad de los analogos de talidomida de aumentar los niveles de ROS, sumada a
la mayor frecuencia de mutaciones presentes en el ADN de la mitocondria, generan un
nuevo blanco terapéutico interesante para estudiar en combinacién con otras drogas o
en otros tipos de tumores. Nuestro laboratorio, en colaboracidén con el Dr. Kevin Gardner

(NCI, Bethesda, USA) investigo el efecto de la combinacion del CPS49 con el flavopiridol
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en lineas celulares de leucemia. Se observd que dicha combinacién induce citotoxicidad
selectiva sinergistica asociada a un aumento de ROS y una disfuncién mitocondrial en
células de leucemia. Ambas drogas actian en conjunto activando un programa de
transcripcion especifico que modula la actividad de NF-kB, E2F1 y p73, que promueven
la inestabilidad mitocondrial, aumentando la expresién de factores pro-apoptoticos y

suprimiendo la expresién de los factores antiapoptoticos (Figura10) (Ge et al., 2008).

Genes proapoptoticos Genes antiapoptéticos

| Disfunciéon mitocondrial |

Figura 10: La combinacion de flavopiridol y CPS49 generan dano mitocondrial
mediante distintos mecanismos que promueven la apoptosis en células de leucemia. E/
flavopiridol y el CPS49 aumentan los niveles de p73, lo cual aumenta la transcripcion de
genes proapoptoticos mediando asi la disfuncion mitocondrial. Por otro lado ambos agentes
inducen la muerte celular inhibiendo NF-Kb y reprimiendo genes antiapoptdticos. Esta figura
fue adaptada de (Ge et al., 2008).

En base a los resultados alentadores que proponen al CPS49 como un potencial
quimioterapéutico para el PCa, en este trabajo de tesis nos propusimos estudiar el
efecto de las bajas dosis de CPS49, GU973, GU987, GU990, GU992, GU993,
GU998 y GU1029 como posibles agentes antitumorales para el PCa, utilizandolos

como mono droga, o combinados con otros agentes.

3.4 Inhibicion de PARP en células deficientes en BRCA1 como posible terapia para

el PCa: olaparib.

El Olaparib (AZD-2281) es un agente quimioterapéutico (Figura 11) desarrollado
por AstraZeneca, que inhibe a la enzima polimerasa poly ADP ribosa (PARP). PARP1 esta
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involucrado en el cuidado y mantenimiento de la integridad genémica y tiene un rol critico
en la reparacion del ADN luego de un dafo en una sola hebra de ADN (SSBs) (de Murcia
et al., 1997; Schreiber et al., 2006; Wang et al., 1997).

O
HN Figura 11. Estructura quimica
' ‘ del olaparib (Senra et al., 2011).
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Entre las alteraciones en el ADN podemos encontrar a las alteraciones SSBs o a las que
implican el corte en las dos hebras de ADN denominadas DSBs. La reparaciéon de las
primeras involucran a enzimas pertenecientes a la familia PARP, donde PARP1 es la méas
importante y su funcién es unirse al SSBs y reclutar otras proteinas reparadoras del (Ame
et al., 2004)(Otto et al., 2005). En cambio los dafios DSBs son reparados generalmente por
la maquinaria que involucra al mecanismo de recombinaciéon homéloga (HR), que presenta
baja tasa de error, y al mecanismo de unién de extremos no homélogos (NHEJ) que es
mas propenso al error y a producir inestabilidad genética (Hoeijmakers, 2001).

La inhibicidén de la actividad de PARP afecta la reparacion de SSBs, induciendo a la célula
a utilizar otras vias de reparacion. En el momento de la replicacién del ADN, estos SSBs
seran convertidos a DSB y reparados por HR (Figura 12A).

Por otro lado las proteinas BRCA1 y BRCA2 tienen un rol critico en la reparacién del
ADN mediante HR (Tutt and Ashworth, 2002)(Gudmundsdottir and Ashworth, 2006). Asi
las células deficientes en BRCA1 deben reparar el dafo DSBs via NHEJ con altas
chances de generar inestabilidad gendmica (Figura 12B). Estas células, expuestas a
inhibidores de PARP, como el olaparib, convertirian los SSBs en DSBs en la replicacion,
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pero al no tener el mecanismo de HR, deberian reparar los dafos mediante NHEJ,
aumentando las alteraciones cromosomicas y llevando a la muerte celular (Figura 12C)
(Underhill et al., 2011).

A. Abnormal SSBs repair and PARP deficiency

PARP inhibition

&);)\rrr"r TTTT :><22\ TTTTTTTTT Hnlnn
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Collapsed replication fork

B. psBs repair in BRCA-deficient cells
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C. PARP1 deficiency becomes essential only in BRCA-deficient cells
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Figura 12: A. Reparacion del dafio en una hebra del ADN (SSBs) con inhibicion
de PARP: la inhibicion de PARP causa aumento en SSBs, que luego en la
replicacion seran convertidos en DSBs (dafio en las dos hebras) y reparados por
recombinacion homdloga (HB). B. Reparacion de DSBs en células deficientes en
BRCAT1: estas células son incapaces de reparar el DSBs ya que tienen deficiencia en
el mecanismo de RH. C. La inhibicion de PARP se vuelve esencial solamente en
células deficientes en BRCA1. El aumento de SSBs, acumulacion de DSBs en
células que tienen el mecanismo de HR deficiente, expuestas a inhibidores de PARP
son incapaces de mantener la integridad del genoma y se vuelven no viables. Esta
figura fue extraida de (Underhill et al., 2011).

En base a estos descubrimientos aparecié un nuevo concepto con aplicacién clinica:
synthetic lethality o mortalidad sintética (Farmer et al., 2005), descripto por Dobzhansky
(Dobzhansky, 1946). Este concepto se refiere a la situacion en la que la mutacion en uno
o dos genes individualmente no induce muerte celular, pero cuando se combinan las
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mutaciones se induce la muerte celular. Asi podemos afirmar que este nuevo concepto
es aplicable a las células tumorales en las que mutaciones en BRCA1 o en algun gen
critico para la HR, sensibiliza las células al tratamiento con inhibidores de olaparib,

induciendo la muerte celular de las mismas.

Comenzd a estudiarse en ensayos clinicos la aplicacidon de olaparib en pacientes de
cancer de mama que presentaban mutaciones en BRCA1 o BRCA2. Estos ensayos
arrojaron resultados alentadores, en los que se describié que los inhibidores de PARP
son extremadamente bien tolerables, inhiben PARP y presentan actividad antitumoral en
estos tumores (Fong et al., 2009). Asi también otros ensayos clinicos indican que estos
compuestos tienen actividad anti tumoral en tumores deficientes en BRCA1 y BRCA2 en
PCa, mama y ovario (Audeh et al., 2009; Barreto-Andrade et al., 2011; Tutt et al., 2009).

A partir de estos antecedentes en este trabajo de tesis decidimos abordar el
estudio del tratamiento con olaparib en células de PCa, con el propdsito de
investigar si los diferentes niveles de expresion de BRCA1 en estas lineas
generan una sensibilidad diferencial al inhibidor de PARP.
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El presente trabajo de tesis se basa en la siguiente hipétesis: el estudio de la
respuesta antitumoral de distintas combinaciones de agentes nos permitira
seleccionar una terapia mas especifica y eficaz para el PCa.

En base a esto, el objetivo general de este trabajo de tesis fue investigar la eficacia y
el mecanismo de accidon de la combinacion de distintos compuestos como una

estrategia terapéutica para el PCa independiente de androgenos.
Como objetivos especificos nos propusimos:

1. Estudiar la citotoxicidad y el mecanismo de accion de la combinaciéon de CPS49
y flavopiridol en lineas celulares de PCa.

El flavopiridol y el CPS49 son compuestos con marcada actividad antitumoral en lineas
celulares de PCa. Sin embargo, estas drogas mostraron efectos colaterales nocivos en
los ensayos pre-clinicos y/o clinicos cuando se los administraba como Unicos agentes.
Previamente demostramos que la combinacion de ambas drogas presenta citotoxicidad
selectiva en células leucémicas. Sin embargo, el mecanismo de accion especifico no se
conoce. Por lo tanto, estudiaremos la selectividad de los compuestos en un panel de
lineas celulares de PCa e investigaremos los mecanismos de acciéon que regulan la

respuesta a estas drogas.

2. Investigar el efecto in vivo de la combinacion de CPS49 y flavopiridol sobre el
crecimiento tumoral de préstata independiente de andrégenos.

Ha sido reportado que altas dosis de CPS49 produce inhibicién del crecimiento tumoral
en ratones nude inyectados con la linea celular PC3 y tratados con el compuesto (Ng et
al., 2004). Se sabe que el flavopiridol produjo resultados positivos en estudios de
pacientes con PCa. Sin embargo, ambos compuestos producen efectos colaterales
nocivos. Por lo tanto, nos propusimos estudiar la combinacién de ambas drogas en dosis
bajas para reducir los efectos colaterales y toxicos, aumentando los efectos selectivos
hacia el tumor de préstata en xenotransplantes.

3. Investigar la eficacia de la combinacion de CPS49 y paclitaxel para la terapia
del PCa avanzado en estudios preclinicos in vitro e in vivo.
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El paclitaxel (analogo del docetaxel) es un quimioterapéutico que actualmente se lo
utiliza para el tratamiento del PCa avanzado y que esta siendo probado en ensayos
clinicos de pacientes en combinacion con otros agentes. Por lo tanto, nos propusimos
estudiar en modelos in vitro e in vivo de PCa la eficacia de la combinacion de CPS49 y
paclitaxel.

4. Estudiar la eficacia de nuevos analogos de talidomida como posibles agentes
terapéuticos para el PCa.

El laboratorio del Dr. Figg, colaborador de este proyecto, generé6 nuevos analogos
estructurales de talidomida con el objetivo de disminuir los efectos tdéxicos de los
analogos desarrollados anteriormente y de aumentar su capacidad antitumoral. Debido a
la potente actividad antiangiogénica y antitumoral que demostré tener la talidomida y los
efectos antitumorales encontrados al combinar el CPS49 con flavopiridol, se decidié
estudiar el efecto de estos nuevos analogos combinados con flavopiridol en células de
PCa.

5. Estudiar el efectodel olaparib sobre las distintas lineas celulares de PCa con
diferentes niveles de expresion de BRCA1, luego de la combinaciéon con otros
compuestos.

El olaparib inhibe a la enzima PARP, involucrada en el cuidado y mantenimiento de la
integridad gendmica, que cumple un rol critico en la reparacion del ADN luego de SSB.
La inhibicion de PARP induce a la célula a utilizar otras vias de reparacion. Las células
deficientes en BRCA1 y expuestas a inhibidores de PARP, como el olaparib, no podran
reparar eficientemente los errores en el ADN, aumentando las alteraciones
cromosomicas y llevando a la muerte celular. En ensayos clinicos en pacientes con
cancer de mama, ovario o préstata, con tumores deficientes en BRCA1 o BRCA2, se
observd una potente actividad antitumoral de este agente. En base a esto decidimos
investigar el efecto del tratamiento con olaparib y su combinacidén con otros compuestos
en células de PCa con distintos niveles de expresion de BRCA1.
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CAPITULO1I

LINEAS CELULARES, DROGAS,
TRATAMIENTOS Y PLASMIDOS
UTILIZADOS.
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1.1. Cultivo de células
1.1.1 Condiciones de crecimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares de PCa sensibles a andrégenos LNCaP (ATCC: CRL-1740) vy las
lineas insensibles a androgenos PC3 (ATCC:CRL-1435), 22Rv1 (ATCC: CRL- 2505),
C4-2 (derivada de LNCaP), C4-2B (derivada de C4-2) y sus clones derivados por
transfeccion estable, se cultivaron en medio de cultivo RPMI 1640 (Invitrogen). La linea
celular de rindbn de embrion humano HEK293 (ATCC: CRL-1573) fue cultivada en medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCO). Todas las lineas fueron
suplementadas con 10% suero fetal bovino (SFB) y antibi6ticos (100 U/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina y 0,5 pug/ml de anfotericina) en estufa a 37°C con una
atmoésfera himeda de CO» 5%.

Las lineas celulares derivadas por transfeccion estable fueron crecidas en medio de
cultivo suplementado con geneticina (G418 — Sigma Aldrich). Durante la generacion de
estas lineas y durante la semana siguiente luego de ser descongeladas, las células
fueron suplementadas con una dosis de G418 de seleccion. Transcurrido ese periodo,
las células se mantuvieron con una dosis de mantenimiento de G418. La generacion de
las lineas celulares estables LNCaP shRNA Scramble y LNCaP shRNA BRCA1 se
detalla mas adelante en esta seccidn (seccidn 1.4).

1.1.2. Mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares (PC3, PC3 estables, LNCaP, LNCaP estables, 22RV1, C4-2,
HEK293) fueron crecidas en placas de Petri de 100 mm de didmetro con 5 ml de medio
de cultivo. Los cultivos celulares fueron repicados cuando alcanzaron el 90% de
confluencia, realizando dos lavados con 5 ml de PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,68 mM;
Na;HPO4 10,1 mM; KH2PO4 1,76 mM pH = 7,4) y una incubacion con 1 ml de tripsina
(0,25% en PBS) durante 1-3 minutos en estufa a 37°C y CO, 5%. El efecto de la tripsina

se interrumpid por dilucidon con medio de cultivo.
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Las lineas celulares fueron mantenidas entre los pasajes 20 y 50 para realizar los

experimentos.

Las lineas celulares se mantuvieron en tubos de reserva en nitrégeno liquido generados
a partir de aproximadamente 3-10° células en un 1 ml de SFB suplementado con 7% de
dimetilsulfoxido (DMSQO). Cada vez que fue necesario los criotubos se descongelaron de
manera rapida por incubacion en bafo a 37°C transfiriéndolas al medio de cultivo previo

lavado para eliminar el DMSO.
1.2 Obtencion y diluciones de drogas

En el presente trabajo se utilizaron las siguientes drogas: flavopiridol (Sanofi); analogos
de la talidomida: GU 973, GU987, GU990, GU992, GU993, GU998, GU1029, GU1031
(sintetizados y gentilmente obsequiados por el Dr. Figg, NIH, USA), CPS49 (Celgene
Corporation, NJ, USA); olaparib (Astrazeneca, UK) y paclitaxel (DOSA S.A., Buenos
Aires, Argentina). Todas las drogas utilizadas fueron diluidas en DMSO, mientas que el

paclitaxel fue diluido en etanol.

Las drogas fueron reconstituidas y alicuotadas en stocks de 100 mM, conservadas a -
20°C. En el momento de utilizar las drogas, el stock fue diluido en 10 mM y luego en
100uM en el medio de cultivo correspondiente. A partir de esta concentracion se
prepararon las diluciones de trabajo. Para el control las células se incubaron con DMSO
diluido en medio de cultivo (1:1000).

En el caso de paclitaxel, el stock (7 uM) fue conservado a -4°C y las diluciones de

trabajo fueron realizadas a partir del stock en el medio de cultivo apropiado.
1.3. Obtencion de plasmidos

1.3.1. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

» pcDNAS3 (Invitrogen): plasmido de expresidn que contiene un promotor fuerte (pCMV)
y un sitio de clonado con varios sitios de corte para enzimas de restriccibn como se

indica en la Figura 13A.
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> pcDNA3-BRCA1 wt: plasmido de expresidén que contiene clonado el ADNc completo
de BRCA1 wild type, bajo la regulacion de un promotor fuerte (pCMV). Este plasmido fue
cedido gentilmente por Dr. Kevin Gardner (NCI, NIH, Bethesda, USA)(Aprelikova et al.,
1999).

> shRNA scramble = pKD (Upstate): plasmido de expresién de siRNA en mamiferos.
Este plasmido contiene una secuencia “scramble” (mezcla) en el sitio de clonado o la

secuencia de un gen cuya expresion se quiere silenciar. Ver esquema en la Figura 13 B.

»shRNA BRCA1 = pKD shBRCA1 (Upstate): plasmido que contiene una secuencia

del gen BRCA1 en el sitio de clonado.

< “;l RN‘A polymerase Il promoter
peDNA3.1 (+-) i
1 54285427 bp

Figura 13. A. Mapa del plasmido pcDNA 3.1: Se observa el sitio de mdltiple
clonado; el promotor de citomegalovirus (pCMV); la resistencia para ampicilina
(Ampicillin) y para neomicina (Neomycin), el origen de replicacion para E. coli (pUC
ori); y el origen de replicacion para bacteriofagos (f1 ori). B. Mapa del plasmido pKD
indicando el sitio de multiple clonado; el promotor (H1 RNA polymerase Ill); la
resistencia para ampicilina (Ampicillin); el origen de replicacion para E. coli (pUC
ori) y el origen de replicacion para bacteriofagos (f1 ori).

53



MATERIALES Y METODOS

CAPITULO II

METODOS PARA ANALIZAR
EXPRESION DE GENES,
PROTEINAS Y ENSAYOS

CELULARES
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2.1. Andlisis de expresion génica a nivel de ARN mensajero

2.1.1 Aislamiento de ARN

Las células fueron crecidas en placas de Petri de 60 mm hasta una confluencia del
70%. Al dia siguiente las células eran tratadas durante 24 h. con: flavopiridol: 2,5 uM;
CPS49: 2,5 uM; combinacion de flavopiridol y CPS49: 2,5 uM de cada droga; pre-
tratamiento con flavopiridol y luego combinacion de flavopiridol y CPS49: 0,2 uM de
flavopiridol por 8 horas y luego 2,5 uM de cada droga, o con DMSO como control. A las
24 horas, finalizado el tratamiento, las células eran cosechadas.

Para el aislamiento de RNA las células fueron lavadas 2 veces con 4 ml de PBS. Luego
se agreg6 500 ul de Tri-Reagent (Genbiotech, Buenos Aires, Argentina), y con la ayuda
de una espatula las células fueron colectadas y se continu6é con el protocolo de
extraccion.

Las soluciones homogeneizadas fueron incubadas a temperatura ambiente durante 5
minutos. Luego se anadieron 100 pl de cloroformo, se mezclé enérgicamente con vortex
durante 15 s y se incub6 a temperatura ambiente durante 2-3 minutos. Se centrifugé a
12.000 rpm 4°C durante 15 minutos conservando la fase acuosa ya que esta contiene el
ARN. ElI ARN se precipitdé 250 pl de isopropanol incubando a -20°C durante 30-40
minutos. Se centrifugd a 12.000 rpm a 4°C durante 10 minutos, se descarté el
sobrenadante y se lavo el pellet con 1 ml de etanol 75 %. Se centrifugd a 7.500 rpm a
4°C durante 5 minutos y se removié el sobrenadante. Para eliminar las trazas
remanentes de etanol, el pellet se secd a 50°C durante 3 minutos, se resuspendio en 30
pl de HxO libre de RNAsas y se rehidraté incubando 10 minutos a 55-60°C. EI ARN

extraido se conservo a -70°.

La concentracién y la pureza del ARN se midié en espectrofotometro (Gene Quant Pro,
Amersham Biosciences) midiendo la absorbancia a 260 nm (Azg) y @ 280 nm (Agso). La

concentracién de ARN se calculd utilizando la férmula:

[ARN]= 40 x A260 x Factor de dilucion x

Donde 40 es la constante de Lambert-Beer para una cuba de cuarzo de 1 cm de largo.
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La pureza se calculd realizando el cociente entre Az Y Azgo, siendo 2 el cociente que

corresponde a una muestra de acido nucleico que no contiene impurezas proteicas.

2.1.2 Obtencion del ADNc: Transcripcion reversa o retrotranscripcion (RT)

El ADNc (ADN copia) se sintetizd a partir del ARN total mediante transcripcién reversa o
retrotranscripcion (RT) utilizando el kit RevertAid First Strand RT (Fermentas) de acuerdo

a las instrucciones del fabricante.

Las concentraciones del ARN utilizadas para realizar la retrotranscripcion fueron
mayores a 1 ug/ul con una pureza cercana a 1,9. Para realizar esta reaccion se preparo

la siguiente mezcla:

Tabla 1. Protocolo para la retrotranscripcion

Reactivo Volumen Concentracion final

ARN 2 g (volumen variable) 0,1 pg/ul
Oligo dT 0,5 pg/ul 1 ul 0,025 ug/ul
H20 DEPC Cantidad necesaria -

5 min a 65°C
Buffer 5X 4 ul 1X
Inhibidores de RNAsa 20 U/ul 1l 1U/ul
dNTP 10mM 2ul 0,5 mM
RevertAid RT 200 U/pl 1l 10 U/ul
Volumen Final 20 pl

60 min a 42°C

5 min 70°C

Se mezclaron el ARN con el Oligo dT y el agua libre de RNAsas y se desnaturalizaron
las muestras a 65°C durante 5 minutos. Luego se le agreg6 la mezcla de reaccion
conteniendo el buffer de reaccion, dNTPs, inhibidores de RNAsas y transcriptasa
reversa, tal como se indica en la tabla y se incubé durante 60 minutos a 42°C. La
reaccion se inactivd a 70°C durante 5 minutos. EI ADNc obtenido se utilizé en reacciones
de PCR en tiempo real (qPCR) o se conservé a -20°C.
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Gene RefSeq . .
Name NM# Forward Primer Reverse Primer
SFN NM_006142 5 CTGTCCAGTTCTCAGCCACAS’ 5 CAGGCTACTTCTCCCCTCCTS
CCNB2 NM_ 004701 5TTCTGATGCCTTGCTCTGCS 5ATGCGTCCATTTATATCTCTTCCS’
MAD2L 5AATACGGACTCACCTTGCTTGTAAC 5TGCCATCTTTCCAGGACCTCACC
1 NM_002358 s <
Chet NM_012138 5TCAGCCTGTCCCAGAGAGTTS 5AGGAGCTGGTCTTCCGTTCTS
E2F4 NM_001950 5GGTGTGGGTGCAGCAGAGCAS 5CAGGCTGGTGCCTGATGGGGS
BRCA2 NM_ 000059 5 AAGCATTGGAGGAATATCGTAGGS’ 5’CAGGTTCAGA2§,TATAGGGTGGA
DDB2 NM_000107 5TCACTTCCAGCACCTCACACS 5ACGTCGATCGTCCTCAATTCS’
FEN NM_004111 5GGCAACCCCGAACCAAGCS’ 5GCTCATAGAGGCATCAATGGCS
BLM NM_000057 5GAATGGTTAAGCAGCGATGS’ 5 TCAATACATGGAACTTTCTCAGS
H3F3B NM_005324 5 AAAGCCGCCAGGAAAAGCS' 5CAGACCCACCAGGTACGCS'
BRCA1 NM_007294 5TGAAATCAGTTTGGATTCTGCS' 5CATGCAAGTTTGAAACAGAACS
SELL NM_000655 5GGGCAGTTTAATATGGGTCAS 5CATTCTCTGGGTTGGCATTTS’
MMP9 NM_004994 5 AGACCTGGGCAGATTCCAAACCS' 5'GCAAAGGCGTCGTCAATCACCS
ENG NM—7°5031 114 5'GCCGTGCTGGGCATCACCTTS’ 5'GCTCCCGCTTGCTGGGGGAAS’
VEGE NM_SOé)61 025 5 GCCTTECCTTECTACTCTACCS: 5'GTGATGATTCC';FBC,EICCCTCCTCCTT
E' y
Cadheri NM_004360 5AAGGTTCACCCAGCACCTTGCAS' 5 GGCAGAGGSTAA%’(PACCAGTGTA
n
CatBe-nin NM—ZOC?; 098 5-CATAACCTTTCCCATCATCGT-3' 5 - TGTGGAGAGTTGTAATGGCA-3’
Vimne”“ NM_ 003380 5CACTCCCTCTGGTTGATACS 5GTGATGCTGAGAAGTTTCGS
F”Ztri‘;”e NM_002026 5GCTCATCCGTGGTTGTATCAGGS' 5TGGTCTGCTTGTCAAAGTGTCCS
Slug NM_003068 5TCGGACCCACACATTACCS' 5CAGATGAGCCCTCAGATTTGS
Snail NM_003068 5CCTGCGTCTGCGGAACCTGS 5GTTGGAGCGGTCAGCGAAGGS
CCNT1 NM_001240 5'CTTAGCACAGACTTCTTACTTCS' 5GTGGCGTCAACATACTCCS
ELL NM_006532 5'CAGCGTTTCCAGTGTTCCS’ 5CATTGAAGTCGTTCTTGTAGCS
CtBP1 NM—&OJOQ 5 TACAGCGAGCAGGCATCCS' 5TGGTCCTTGTTGACACAGTTCS'
Actin B NM_001101 5'AAGATCATTGCTCCTCCTGAGCS' 5'CATACTCCTGCTTGCTGATCCAS

Tabla 2. Secuencia de primers para amplificar ADNc por qPCR

2.1.3. PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR)

El ADNc se amplificd por qPCR utilizando el kit de Tag DNA Polimerasa (Fermentas).

Dos microlitros de una dilucién 1:20 del ADNc obtenidos en la RT, se amplificaron en

una mezcla de reaccién con buffer de reaccién (1X); MgCl. (2 mM); oligos especificos
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(0,4 uM); dNTPs (0,2 mM); 0,025 pl de SYBRgreen y 0,03 U/ul de Taq DNA polimerasa

recombinante (Fermentas) en un volumen final de 25 pl.

Los primers utilizados se disefaron con el programa Beacon Designer 5 y se testearon
con el UCSC Genome Browser Home URL. Las secuencias de los primers especificos
para cada uno de los genes analizados se detallan en |la Tabla 4.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un aparato DNA Engine Opticon (MJ Research).
El programa de amplificacién se detalla a continuacién (Figura 19):

94°C 2 min
92°C 20 s —
Tonneaing 20'S
72°C 20 s
79,5°C 0.03 s
Lectura de fluorescencia
Curva de “melting” de 65 a 91°C cada 0.2°C

40 ciclos

Figura 2. Esquema del protocolo de ciclado para amplificar ADNc especifico por gPCR.

Cada reacciéon de gPCR se realizé por duplicado y cada experimento se repitié al menos
dos veces. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software Opticon 3 trazando
una recta en la parte exponencial de la curva de amplificacion y obteniendo asi los
valores de CT. El calculo de la induccion de la expresion de los genes analizados se
basa en el método del AACT (Current Protocols in Molecular Biology). Se estimo el
promedio de los valores de CT para el gen incdgnita y para el NRT (ARN que habia sido
incubado en las condiciones de la reaccién de RT, pero en ausencia de la enzima
retrotranscriptasa) de la siguiente manera:

CT = (Grq + CT2)/2

La diferencia en los valores de Cr entre cada muestra y el No RT determina el delta-Cr
(ACr). Esto se resume en la siguiente expresion:

AC; = C; (NRT) -C; (muestra)
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Una vez normalizado y debido al exponente natural de gPCR, los valores son
transformados a medidas relativas de veces de induccion (VI) para una mejor

comparacién entre los experimentos:
AC
VI, =2

Luego, se normalizaron nuevamente los niveles de ADNc de las muestras con su

correspondiente control de carga ([J-actina) de la siguiente manera:

VI,(muestra)

Vi, = VI, (actina B)

Donde VI, representa las veces de induccion normalizada a B-actina. Finalmente, los
datos se normalizaron respecto al control (Vl,).

Para el célculo de errores de cada medicién se obtuvo el desvio estandar (ds) de las
mediciones del Ct de las muestras tratadas y no tratadas del gen y del control de B-
actina de los datos obtenidos para cada tratamiento:

Vi, =

Donde n es el tamano de la muestra.

Luego, el error se calculé como la raiz cuadrada de la suma de los errores de los Ct de
las muestras, de los Ct de los NRT y de los Ct de B-actina como se describe en (Smith

et al., 2004), aplicando la siguiente férmula:

(ds/Cp2. 1"

actina:

E = [(ds/C,)’, -(ds/C)

2 -
muestra
y estos datos se multiplicaron por las veces de induccion finales.

2.1.4 RT-gPCR Array

A partir de los resultados obtenidos mediante RT-qPCR con cada uno de los genes
analizados, los resultados fueron graficados en forma de array. Para ello primero se

promedié el resultado de tres experimentos independientes y se calculé el valor p de
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grupo. Se confecciond el array utilizando tres colores; verde para los genes reprimidos,
rojo para los inducidos y negro para aquellos que no presentaron cambios en sus niveles

de expresion comparado con el grupo control.

Aquellos genes cuyos promedios estuvieran entre 0 y 0,85 veces de induccion, y fueran
significativos respecto al control, fueron representados en color verde. Los promedios de
los genes que presentaban induccién (o sea entre 1,5 y 5 veces de induccién) y fueran
significativos, fueron representados por el color rojo. Y por ultimo los promedios de los
genes que se ubicaban entre 0,85 y 1,5 veces de induccién fueron simbolizados con el

color negro.

2.2. Determinacion de la viabilidad celular: MTS

Para los ensayos de viabilidad celular, se sembraron 3000 células PC3; 5000 LNCaP;
6000 22Rv1; 8000 C4-2; 3000 C4-2B; 3000 MDA MB 231 0 6000 HEK-293 por pocillo en
placa de 96, y se crecieron en 200 ul de medio de cultivo (RPMI suplementado con
antibidticos y SFB 10 %) en estufa a 37°C y CO.5 %. A las 24 horas se realizaron los
tratamientos correspondientes (detallados para cada experimento en la seccion
Resultados) por triplicado durante 24 horas.

La viabilidad celular se determind utilizando el reactivo comercial Cell Titer 96 wells
Aqueous non Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega) de acuerdo a las
indicaciones del proveedor. La solucidon comercial de MTS (2 ml) se mezclé con la
solucion comercial PMS (100 pl) y se conservé en alicuotas a - 20°C protegido de la luz.

Al momento de cosechar las células se reemplaz6 el medio de cultivo de las placas de
96 pocillos con 40 pl de medio de cultivo fresco y se agregaron 10 ul del reactivo por
pocillo. Como blanco de reaccidn se utilizaron 3 pocillos sin células con 40 ul de medio
de cultivo. Las placas se incubaron de 1-4 horas en estufa a 37°C con CO2 5 %, en
oscuridad y se midié la absorbancia a 490 nm en el luminémetro Glomax Multidetection
System (Promega).
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La viabilidad celular para cada tratamiento se calculé como el porcentaje de la relacion
entre el promedio de la absorbancia de los triplicados y el promedio de la absorbancia de
los triplicados de las muestras control.

Las concentraciones de drogas testeadas en este ensayo fueron:

» Flavopiridol: 0,2 uM (pre-tratamiento con Fp); 0,625 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 pM.
» CPS49: 0,625 uM; 1,25 uM; 2,5 uM; 5 uM.

» Paclitaxel: 5 nM (pre-tratamiento con Ptx); 6,25 nM; 12,5nM; 25 nM; 50 nM.

» Olaparib: 5 uM; 10 uM; 20 uM; 25 uM; 30 uM; 35 uM; 40 uM; 50 puM.

> Analogos de talidomida: 2,5 uM; 5 uM; 10 uM; 25 uM; 40 uM; 50 uM.

También se evaluaron combinaciones de algunas de estas drogas que se encuentran
indicadas en cada experimento de la seccion Resultados.

2.3. Ensayo clonogénico de formacion de focos

Las células fueron plagueadas en una densidad de 500 células por placa de 6 cm. Luego
de 24 horas fueron expuestas a distintas concentraciones de flavopiridol, CPS49,
paclitaxel o sus combinaciones, durante 3 semanas. El medio de cultivo con cada
tratamiento fue renovado cada 3 dias. Al finalizar el tratamiento, las células fueron
fijadas con metanol por 30 minutos, luego se lavaron y dejaron secar por 24 horas. Al dia
siguiente, se tifleron con una solucion de cristal violeta (0,1 % m/v en acido fosférico 200
mM pH = 6) por 5-10 minutos y luego se lavaron con H2O destilada. Una vez que las
placas estaban secas fueron fotografiadas utilizando el equipo Phosphorimager (Fuji
Photo Film Co. Ltd., Cypress, CA).

Las concentraciones de drogas testeadas en este ensayo fueron:

» Flavopiridol: 0,1 pM; 0,5 uM.
» CPS49: 0,3 uM; 0,6uM.
» Paclitaxel: 0,3 nM; 0,6 nM.

También se evaluaron combinaciones de estas drogas que se encuentran indicadas en

cada experimento de la seccidn Resultados.
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2.4. Ensayo migracion celular por herida o “wound healing assay”

Para medir la capacidad de migracién celular de la linea celular PC3 luego de distintos
tratamientos, se hizo un ensayo de “wound healing” (Petit y Thiery, 2000), en el que se

mide la migracién celular mediante la cicatrizacion in vivo.

Dicho ensayo se basa en la observacion del comportamiento de una monocapa
confluente de células a la que previamente se le ha realizado una grieta o “herida”. Las

células en el borde de la brecha se moveran hacia la abertura hasta cerrar la “herida”.

Las células se cultivaron hasta una confluencia del 90% en una placa de 6 pocillos.
Fueron expuestas a los distintos tratamientos durante 16 h y luego se realizd una grieta
con un tip de p200 inclinandolo con un angulo de 30°C aproximadamente, desde una
punta del pocillo hasta la otra, atravesando el pocillo por la mitad. Una vez realizada la
grieta, se lavaron las células con mucho cuidado dos veces con PBS de modo de
descartar las células que se desprendieron de la zona de la grieta. Se agregd medio de
cultivo completo. Los tratamientos realizados fueron:

» Flavopiridol: 2,5 pM; 5 uM; 10 pM.
» CPS49: 2,5 uM; 5 uM; 10 pM.
» Combinacion de flavopiridol y CPS49: 2,5 uM; 5 uM; 10 uM de cada droga.

Se realizaron triplicados por cada tratamiento. Se tomaron fotografias al tiempo 0, 6 y 10
horas con una camara digital Canon A520 acoplada sobre el microscopio invertido del
cuarto de cultivo, y se midi6 el porcentaje del area de “herida” que quedd sin cerrar en
cada pocillo. Para ello se utilizé6 el programa “Image J”. Con este programa se puede
determinar el area bajo una curva. De esta forma se determind como el 100% el area
que ocupaba la herida en el tiempo 0 horas. Luego se calculd el area de la herida
descubierta en los distintos tiempos evaluados y se determiné el porcentaje del area de
la herida descubierta en los distintos tiempos respecto del porcentaje del area inicial de
la herida a tiempo 0 (% herida abierta= area de la herida en tiempoo/area de la herida en
tiempo, *100). Para graficar los resultados, se calcul6 el porcentaje del &rea de la herida
cerrada en funcion de las horas. Los resultados representan el promedio de dos

experimentos independientes.
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2.5. Determinacion del contenido de ADN por citometria de flujo.

Para determinar el porcentaje de células en cada etapa del ciclo celular por citometria de
flujo, 5x10° de células PC3 fueron sembradas en placas de 10 cm de diametro y se
expusieron a distintos tratamientos durante 24 horas:

» Flavopiridol: 2,5 pM.

» CPS49: 2,5 uM.

» Combinacion de flavopiridol y CPS49: 2,5 uM de cada droga.

» Pre-tratamiento con flavopiridol y luego combinacién de flavopiridol y CPS49: 0,2 uM
de flavopiridol por 8 horas y luego 2,5 uM de cada droga.

Al finalizar los tratamientos, las células fueron cosechadas por tripsinizacion, lavadas
con 2 ml de PBS frio y resuspendidas en 1,5 ml de PBS frio. Luego se las fij6 en etanol
70 % durante toda la noche a - 20°C. Luego las células fueron lavadas con 5 ml de PBS
y se realizé la marcacion con ioduro de propidio resuspendiendo el pellet celular en 500
ul de PBS con 50 pg/ml de ioduro de propidio y 120 pg/ml de RNAsa A e incubando 1
hora a 37°C. La distribucion del ciclo celular se analiz6 en el citbmetro de flujo BD FACS
ARIA 1.

2.6. Determinacion de apoptosis por citometria de flujo

Las células fueron plaqueadas en placas de 100 cm de diametro y se realizaron los
tratamientos indicados en la seccion Resultados. Al finalizar, se cosecharon las células
por tripsinizacion y se resuspendieron en medio de cultivo. A esta suspension de células
se le agreg6 el medio de cultivo obtenido de la placa (ya que este podria tener células
muertas). Se realiz6 un lavado con 5 ml de PBS y otro con 1 ml de Buffer de Binding (BD
Pharmingen). Se calculd la concentracion celular de cada tratamiento mediante conteo
de células con camara de Neubauer. Se resuspendieron 10° células en 100 pl de Buffer
de Binding. Para la marcacion se agregaron 5 ul de Annexin V-FICT (BD Pharmingen) y
se incubo por 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Luego se agregaron 5 pl
de ioduro de propidio (50 pg/ml, BD Pharmingen) y se incub6 5 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Por ultimo se agregaron 300 ul de Buffer de Binding y las células
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se analizaron por citometria de flujo (FACS) dentro de la primer hora luego de terminada
la marcacién en el citdmetro BD FACS ARIA 1.

Se realizaron los controles respectivos para verificar si alguna de las drogas utilizadas
interferia con el ioduro de propidio o con anexina, asi como se analiz6 la

autofluorescencia de cada tratamiento.

» Flavopiridol: 2,5 pM.

» CPS49: 2,5 uM.

» Combinacion de flavopiridol y CPS49: 2,5 uM de cada droga.

» Pre-tratamiento con flavopiridol y luego combinacién de flavopiridol y CPS49: 0,2 uM
de flavopiridol por 8 horas y luego 2,5 uM de cada droga.
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CAPITULO III

ESTUDIOS IN VIVO
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3. Experimentos con xenotransplantes.

3.1 Animales utilizados

Se utilizaron ratones atimicos nude de 6 semanas que pesaban entre 20 y 25 gramos.
Estos animales fueron adquiridos en el bioterio de la Universidad de La Plata y se
mantuvieron en condiciones libre de patégenos de acuerdo a las normas de cuidado de
la Universidad de Buenos Aires (Protocolo aprobado por CICUAL — FCEN, UBA).

3.2 Generacion de xenotransplantes

Los xenotransplantes se generaron a partir de la inoculacién de 5x10° células PC3 en el
flanco izquierdo del animal por via subcutanea. Las células fueron crecidas en placas de
10 mm® como se detalla previamente hasta una confluencia del 90 %. Al momento de
cosechar se lavaron con PBS dos veces y se resuspendieron las células de todas las
placas en un mismo tubo. Luego se procedié a contabilizar la concentracién de células
cosechadas utilizando la camara de Neubauer. Se alicuotaron las 5x10° células en
Solucién Fisiolégica. Se inmovilizaron los animales, se limpié con lodo Povidona el area
a inyectar y utilizando una aguja 30G se inocularon las células subcutdneamente en el
flanco izquierdo de los animales.

Se midi6é el tamafo tumoral de los xenotransplantes tres veces por semana, utilizando
un calibre digital. EI volumen tumoral se calculé utilizando la férmula: 0,523 x ancho? x

largo, donde el ancho representa la dimension de menor tamafo del tumor.

Al dia 14 post-inoculacién, cuando el volumen tumoral alcanzaba entre 70-100 mm?®, los
animales se distribuyeron aleatoriamente en distintos grupos (6 ratones/grupo) y se
administraron las distintas drogas intraperitonealmente (i.p.). Las dosis elegidas para los

tratamientos fueron preparadas en solucion fisioldgica, en un volumen final de 200 pl.

En estos experimentos se evaluaron dos estrategias de terapia. La primera consiste en
la administracion de una droga o de la combinacién de dos drogas durante 2 semanas.
La siguiente consiste en una semana de pre-tratamiento con muy bajas dosis de una

droga, y luego la administracion de una combinacion de drogas durante dos semanas.
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En el primer experimento se evaluaron los efectos de cada droga como monodroga.
Para ello se dividieron los animales en cuatro grupos: i) grupo flavopiridol: se inyectaron
6mg/Kg/dia, 4 veces por semana durante 2 semanas; ii) grupo CPS49: se inyectaron
6mg/Kg/dia, 4 veces por semana durante 2 semanas; iii) grupo paclitaxel: se inyectaron
12mg/Kg/dia, 3 veces por semana durante 2 semanas, iv) grupo DMSO: se inyectd 1%
DMSO en solucién fisiologica, 4 veces por semana durante 2 semanas.

En el segundo experimento se evaluaron los efectos de la combinacién de las drogas
como multidroga. Se dividieron los animales en 4 grupos: i) grupo co-tratamiento
flavopiridol/CPS49: 4 inyecciones de DMSO 1% durante la primer semana, y 4
inyecciones de flavopiridol (6mg/kg/dias) y CPS49 (6mg/kg/dias) durante las 2 semanas
siguientes; ii) grupo pre-tratamiento flavopiridol, co-tratamiento flavopiridol/CPS49: 4
inyecciones de flavopiridol (2mg/Kg/dia) durante la 1° semana, y 4 inyecciones de
flavopiridol (6mg/kg/dias) y CPS49 (6mg/kg/dias) durante las 2 semanas siguientes; iii)
co-tratamiento de paclitaxel/CPS49: 3 inyecciones de paclitaxel (12mg/Kg/dia) y CPS49
(6mg/kg/dia) durante 2 semanas; iv) grupo DMSO: se inyecté 1% DMSO en solucién

fisiolégica, 4 veces por semana durante 3 semanas.

Los tratamientos de aquellos animales en los que se realizaba una semana de pre-
tratamiento con el vehiculo o con flavopiridol que pertenecian al grupo i) o ii) del
segundo experimento, comenzaban una semana antes de lo estimado para que el tumor
alcanzara un volumen entre 70-100 mm°. De esta forma todos los tratamientos
realizados en los dos experimentos se alineaban en tiempo y volumen tumoral al
comenzar los tratamientos o co- tratamientos con las drogas, quedando los pre-
tratamientos desfasados una semana antes de comenzar con el resto de los

tratamientos.

Los animales se sacrificaron 24 horas luego de la dltima inyeccion y se extrajeron
porciones de los tumores de entre 2 y 4 mm de diametro para aislar el ARN tumoral,
proteinas y hacer tinciones histolégicas. Las secciones para extraccion de ARN se
sumergieron en 500ul de Tri-Reagent (Genbiotech), se congelaron rapidamente en
nitrogeno liquido y se conservaron a -80°C. Las secciones destinadas al analisis de
proteinas fueron congeladas en nitrégeno liquido y conservadas a -80°C. También se
seccionaron parte de los pulmones, del higado y de los riiones para hacer un analisis
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de toxicidad. A las secciones del tumor destinadas a tinciones histologicas y a los
organos reservados para evaluar toxicidad se los embebieron en formalina tamponada
10% PH 7,2 (100 ml de formaldehido al 34-40%, 4 g fosfato sédico monobasico
monohidrato, 6,5 g de fosfato sodico dibasico anhidro y 900 ml de agua destilada).

3.3 Analisis de expresion génica a nivel de ARN mensajero

La porcién del tumor destinada para el analisis de la expresién de ARN fue conservada
en Tri-Reagent (Genbiotech) a -80°C. Al momento de realizar el aislamiento del ARN las
muestras fueron descongeladas en hielo y se agregé Tri-Reagent hasta llegar a 1 ml de
volumen final. Luego las muestras fueron homogeneizadas utilizando el Ultraturrax 2
veces durante 15 segundos. Y finalmente trasvasadas a un tubo y conservadas a -80°C.
Luego se continué con el protocolo de extraccion como se detalla en la seccion
Materiales y Métodos 2.1.

3.4 Analisis histologico

Los tumores fijados en para-formaldehido 4% fueron procesados para su inclusion en
parafina. Se realizaron cortes de 5 ym de espesor. Por un lado se colorearon con la
técnica de hematoxilina-eosina y por otro se realiz6 la técnica histoldgica tricrémica de
Masson. Estos ensayos fueron llevados adelante y se realizaron como parte de una
colaboracion con el Dr. Roberto P. Meiss, Jefe de la Division Patologia Experimental de
la Academia Nacional de Medicina (Buenos Aires, Argentina).

3.5. Analisis estadistico

Los resultados se presentan como media + desviacion estandar (SD) de "n"
experimentos independientes. Para determinar la significancia estadistica se realizé un
analisis de ANOVA de una via seguido por la prueba de comparacion multiple de Tukey,
o de ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni, utilizando el programa
GraphPad Prism version 4.00, considerando significativos aquellos resultados donde el
valor P fuera menor a 0,05. Para los experimentos in vivo, dos experimentos
independientes se realizaron con 6 ratones por grupo de tratamiento contra las drogas.
La comparacién de dichos experimentos realizé mediante un analisis de ANOVA de una
via seguido por la prueba de Dunnett's, con P <0,05 como criterio para la significancia
estadistica.
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CAPITULO1

ESTUDIOS IN VITRO CON
ANALOGOS DE TALIDOMIDA
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La evolucién de la talidomida como un tratamiento efectivo para varios tipos de tumores
(Shortt et al., 2013) ha impulsado el desarrollo de nuevos compuestos con mayores
efectos antiangiogénicos y antitumorales, y con reduccidn de los efectos adversos en los
pacientes (Aragon-Ching et al., 2007).

El Dr. William Figg (National Cancer Institute, NIH, Bethesda, USA), colaborador de
nuestro proyecto, habia generado un analogo de talidomida: el CPS49 (Aragon-Ching et
al., 2007; Ng et al., 2004). Previamente a este trabajo de tesis, habia sido reportado que
este compuesto mata en forma selectiva células de leucemia a través del aumento de
los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS) y modulando multiples
vias transcripcionales (Ge et al., 2006). Asimismo, el Dr. Figg desarrollé y nos envi6 7
nuevos analogos estructurales de talidomida: GU973, GU987, GU990, GU992, GU993,
GU998 y GU1029.

En este primer capitulo presentaremos nuestros estudios in vitro utilizando estos

analogos de talidomida.

1.1. Los analogos de talidomida en altas concentraciones disminuyen la viabilidad
de lineas de PCa.

Con el propdsito de estudiar los efectos de estos compuestos en el PCa, en primer lugar
expusimos a la linea celular PC3 a concentraciones bajas de estas drogas: 2,5; 5y 10
puM. Como se observa en la Figura 14, ninguno de los andlogos fue citotdxico para las
lineas celulares de PCa en las concentraciones evaluadas.

140 - Figura 14. Citotoxicidad de bajas
120 concentraciones de los analogos de
b @ cuwn: | talidomida en células de PC3. La linea
%1{] ﬁgzﬁ PC3 se expuso durante 24 horas a
5 80 - A susee | distintas concentraciones (0-10 uM) de
B 60 | M cuxs | los andlogos de talidomida: GU973,
E ................................ %gﬂﬁg GU987, GU990, GU992, GU993,
237 S oesis | GUIYS, GU1029 y CPS49. Luego de
20 - — | los tratamientos se midié la viabilidad
0 : : ! ; celular mediante un ensayo de MTS. La
0 2 4 5 8 10 12 figura muestra el promedio de dos
Analogos de talidomida (uM) 24h experimentos independientes y su

desvio estandar.
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Figura 15. Citotoxicidad de los analogos de talidomida (10-50 uM) en células de PCa y
células no tumorales. Las lineas celulares de PCa sensibles (LNCaP) o insensibles a
androgenos (PC3, 22Rv1, C4-2B) se expusieron durante 24 horas a distintas concentraciones
de los analogos de talidomida: GU973, GU987, GU990, GU992, GU993, GU998, GU1029 y
CPS49. Luego de los tratamientos se midio la viabilidad celular mediante un ensayo de MTS.
La figura muestra el promedio de tres experimentos y su desvio estandar.

En base a este resultado, decidimos aumentar las dosis de las drogas, y realizamos un
nuevo ensayo de MTS en un panel mas amplio de lineas tumorales de prostata: PC3,
LNCaP, 22Rv1 y C4-2B. Encontramos que sélo algunos compuestos disminuyeron la

viabilidad de las lineas celulares a un 50 % o menos, en la dosis de 25 uM: GU987 fue
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citotdéxico para la linea LNCaP; GU990 fue citotéxico para PC3 y C4-2B; GU998 lo fue
para PC3y 22Rv1.

También observamos que todas las lineas de PCa evaluadas fueron sensibles a altas
concentraciones (50 uM) de los analogos, pero la linea LNCaP resulté ser resistente a
los compuestos GU992, GU1029 y CPS49 (Figura 15). Esto podria ser un hallazgo
interesante ya que en principio en este trabajo de tesis estdbamos buscando

compuestos altamente tdxicos para células insensibles a andrégenos.

1.2. Los analogos de talidomida GU990 y GU998 disminuyen la capacidad
clonogénica de la linea celular PC3

A partir de los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular, decidimos
estudiar la capacidad clonogénica in vitro de las células PC3 bajo el tratamiento de los
dos andlogos de talidomida que habian mostrado ser mas citotéxicos: GU990 y GU998.
Luego de sembrar 500 células PC3 por placa de 60 mm, expusimos a las células a dos
concentraciones distintas de los compuestos (5 y 25 pM) durante 3 semanas y

evaluamos la capacidad de formar colonias aisladas bajo estos tratamientos.

El tratamiento con ambas dosis de los dos analogos aqui estudiados impidi6 la
formacién de colonias aisladas en células PC3 (Figura 16).

Figura 16. Crecimiento en
colonias de células PC3 tratadas

r - = 1 ~N con GU990 o GU998. Ensayo
i ,.) . / 1 M I clonogénico a partir de células PC3
| - e, 8 = || G tratadas durante 3 semanas con dos

concentraciones distintas de GU990

G990 - 5uM 25 uM )
' o GU998. Las imagenes
Gloes i . . SpM 25 uM corresponden a un experimento
representativo de dos réplicas
independientes.

1.3. La linea no tumoral HEK293 es resistente a altas concentraciones de CPS49.

Con el propésito de estudiar la selectividad de los analogos para las lineas celulares de
PCa, decidimos analizar los efectos de estos compuestos en una linea no tumoral. Para
ello expusimos a la linea HEK293 a distintas concentraciones de los andlogos durante

24 horas y realizamos un ensayo de viabilidad celular (MTS).
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Como podemos observar en la Figura 17, la mayoria de los analogos fue citotoxico en
esta linea celular cuando se evalué la dosis mas elevada (50 uM). Ademas, los analogos
GU990, GU998 y GU1029 disminuyeron la viabilidad celular de la linea HEK293 a
niveles menores del 50% cuando se utilizé una dosis de 25 puM.

Interesantemente, la linea HEK293 result6 ser resistente a las dosis de 25 y 50 uM del
compuesto CPS49 (Figura 17). Este hallazgo fue muy promisorio ya que nuestro objetivo
era utilizar un compuesto que fuera citotéxico para las lineas tumorales de PCa sin

producir efectos sobre las lineas no tumorales.
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Figura 17. Citotoxicidad de los anadlogos de talidomida en células no tumorales
HEK293. La linea HEK293 fue expuesta durante 24 horas a distintas
concentraciones (10-50uM) de los analogos de talidomida: GU973, GU987, GU990,
GU992, GU993, GU998, GU1029 y CPS49. Luego de los tratamientos se midio la
viabilidad celular mediante un ensayo de MTS. La figura muestra el promedio de dos
experimentos independientes y su desvio estandar.

A partir de estos resultados podemos concluir que los analogos GU990,
GU998 y CPS49 son buenos candidatos antitumorales para combinar con
otros compuestos y estudiar sus efectos en ensayos pre-clinicos de PCa.
Sin embargo en las dosis estudiadas los anadlogos GU990 y GU998
tambien disminuyen la viabilidad de las células no tumorales. Es por ello
que especulamos que estos agentes podrian causar efectos citotoxicos
no deseados en los pacientes. Por lo tanto, considerando que las células
no tumorales fueron resistentes a dosis altas de CPS49 y teniendo en
cuenta los estudios previos de nuestro laboratorio en células de leucemia
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(Ge et al., 2006), creemos que el CPS49 seria un candidato mas eficaz que
potencialmente se podria utilizar en el tratamiento del PCa. Es por ello que
decidimos utilizar este compuesto en estudios posteriores.
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CAPITULO II

ESTUDIOS IN VITRO DE LA
COMBINACION DEL ANALOGO
DE TALIDOMIDA CPS49 CON
FLAVOPIRIDOL O PACLITAXEL
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Con el objetivo de combinar el CPS49 con otras drogas que aumente su citotoxicidad, en
esta parte del trabajo estudiamos los efectos de dos agentes antitumorales: flavopiridol y
paclitaxel en un panel de lineas celulares de PCa. Asimismo, volvimos a evaluar la

citotoxicidad del CPS49 en estas lineas celulares.

Los antecedentes previos encontrados en la bibliografia demuestran que el flavopiridol
es un agente citotéxico para las células tumorales prostaticas (Drees et al., 1997) y que
la dosis inhibitoria 50 (ICso) de paclitaxel en células PC3 es de 5 nM (Takeda et al.,
2007).

2.1. Dosis bajas de flavopiridol o paclitaxel son citotéxicas para las lineas
celulares de PCa.

Nuestro primer abordaje para estudiar la citotoxicidad de las drogas consistié en exponer
a las lineas de PCa a bajas concentraciones de cada agente durante 24 horas y realizar
un ensayo de viabilidad celular (MTS). Para ello utilizamos la linea sensible a
andrégenos LNCaP, las insensibles a androgenos PC3, C4-2 y 22Rv1, y la linea celular
no tumoral de rindn de embrién humano HEK293 (Figura 18A).

Para realizar el andlisis de los resultados del ensayo de viabilidad definimos tres tipos de
sensibilidad a los agentes testeados: sensibilidad alta (porcentaje de viabilidad celular
menor a 50); sensibilidad moderada (porcentaje de viabilidad celular entre 50 y 80) e
insensibles (porcentaje de viabilidad celular mayor a 80).

Como se observa en la Figura 18A, la linea celular 22Rv1 presento6 sensibilidad alta y las
lineas PC3, C4-2 y LNCaP presentaron sensibilidad moderada a 2,5 y 5uM al
flavopiridol. En el caso del CPS49 encontramos que las lineas celulares ensayadas
fueron resistentes a estas concentraciones de droga (0,675 a 5 uM). El paclitaxel,
quimioterapéutico que actualmente se utiliza para el tratamiento del PCa avanzado,
demostrd ser selectivo para las lineas celulares de PCa. La linea PC3 fue altamente
sensible a este agente en todas las concentraciones ensayadas. Las lineas LNCaP y
22Rv1 fueron altamente sensibles a 12,5 nM y 50 nM de paclitaxel, respectivamente. La

linea celular C4-2 no fue utilizada en los experimentos con paclitaxel.
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En los tratamientos realizados en la linea celular no tumoral HEK 293, observamos que
ninguno de los tres compuestos afectd la viabilidad de esta linea. Esto implicaria una
cierta selectividad de las drogas a las lineas celulares de PCa. Este resultado es
interesante ya que se describié previamente que las células normales PBMCs también
son resistentes al flavopiridol y CPS49 en estas dosis (Ge et al., 2008).

En resumen, el flavopiridol y el paclitaxel en bajas concentraciones son agentes
citotoxicos y selectivos para las lineas celulares de PCa. EI CPS49 no afecta la
viabilidad en las dosis ensayadas.

2.2. La combinacion de CPS49 con flavopiridol o paclitaxel disminuyen la
viabilidad celular de las lineas celulares de PCa.

En un trabajo previo demostramos que la combinacién del CPS49 y flavopiridol es mas
citotdéxico para las células de leucemia que cada droga utilizada como Unico agente (Ge
et al.,, 2008). Debido a que tanto el flavopiridol como la talidomida son agentes
antitumorales efectivos que generan en los pacientes efectos secundarios no deseables
(Barlogie et al., 2001)(Figg et al., 2001) decidimos estudiar si la combinacion del
flavopiridol con el CPS49 en bajas concentraciones podrian mejorar la respuesta de
cada compuesto por separado para el tratamiento del PCa, probablemente
disminuyendo los efectos no deseados en los pacientes.

Para comenzar este estudio, primero analizamos el efecto de la combinaciéon de estas
drogas sobre la viabilidad celular de las lineas de PCa y HEK 293. En este ensayo,
expusimos a las células durante 24 horas con distintas combinaciones de flavopiridol y
CPS49 en una relacién 1:1.

Como se observa en la Figura 18B, las lineas LNCaP y HEK 293 fueron resistentes a
esta combinacién, mientras que el resto de las lineas de PCa fueron entre moderada y
altamente sensibles, siendo la linea 22Rv1 la de mayor respuesta citotoxica a la

combinacién.
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Figura 18. Citotoxicidad de las células de PCa y no tumorales expuestas al
tratamiento con flavopiridol, CPS49 y paclitaxel. Las lineas celulares de PCa
sensibles (LNCaP) o insensibles a andrégenos (PC3, 22Rv1, C4-2) y la linea celular
de rifidn embrionario humano (HEK293) se expusieron durante 24 horas a distintas
concentraciones de: A) flavopiridol, CPS49 o paclitaxel; B) combinaciones de CPS49
con flavopiridol o paclitaxel; C) un pretratamiento en dosis subcitotoxicas de
flavopiridol o paclitaxel, durante 8 horas y Iluego un tratamiento con CPS49 y
flavopiridol o CPS49 y paclitaxel, respectivamente. Luego de los tratamientos se
determind la viabilidad celular mediante un ensayo de MTS. La figura muestra el
promedio de tres experimentos independientes y su desvio estandar.

Luego decidimos estudiar el efecto de combinar CPS49 con paclitaxel sobre la viabilidad

celular. Como se muestra en la Figura 18B, todas las lineas de PCa resultaron ser
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altamente sensibles a la combinacién, mientras que la linea no tumoral mostré

moderada sensibilidad unicamente en la concentracion mas alta ensayada.

En ambos casos, la combinacion de CPS49 con flavopiridol o paclitaxel no mejoré la
citotoxicidad observada con cada droga por separado.

Previamente reportamos que un tratamiento inicial con concentraciones subcitotdxicas
de flavopiridol y luego el cotratamiento con flavopiridol y CPS49 en células leucémicas
sensibiliza a las células causando mayor muerte celular que la observada con el
cotratamiento solamente (Ge et al., 2008). Para estudiar si esta nueva estrategia
realizada sobre las células de leucemia producia efectos similares en las células de
PCa, estudiamos el efecto en la viabilidad celular de la combinacién de flavopiridol y
CPS49 durante 24 horas, realizando previamente un tratamiento con concentraciones
subcitotoxicas de flavopiridol (0,2 uM) durante 8 horas (Figura 18C).
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Figura 19. Citotoxicidad del tratamiento de flavopiridol y CPS49 en células PC3.
La linea celular PC3 se expuso durante 24 horas a distintas concentraciones de:
flavopiridol, CPS49 o sus combinaciones. Luego se determiné la viabilidad celular
mediante un ensayo de MTS. La figura muestra el promedio de tres experimentos
independientes y su desvio estandar.*p<0,05

Las lineas celulares 22Rv1, C4-2 y PC3 mostraron sensibilidad moderada a esta
estrategia de tratamiento, mientras que las lineas LNCaP y HEK293 fueron resistentes.
Es interesante aclarar que en el caso de la linea PCS3, la estrategia del pretratamiento de
flavopiridol y luego el cotratamiento de flavopiridol y CPS49, fue significativamente mas
citotdéxica que el cotratamiento de flavopiridol y CPS49 o incluso de flavopiridol solo, en
las concentraciones de 2,5y 5 uM (p<0,05) (Figura 19).
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Del mismo modo, realizamos un pretratamiento con bajas dosis de paclitaxel durante 8
horas y luego tratamos a las células con la combinacion de CPS49 y paclitaxel (Figura
18C). No encontramos diferencias en la viabilidad celular utilizando esta estrategia
comparando la respuesta obtenida al tratar las células con paclitaxel como Unico agente.

En conclusion, los resultados hasta aqui obtenidos demuestran que la
combinacion de CPS49 y flavopiridol, luego de la sensibilizacion con bajas
dosis de flavopiridol, fue la estrategia mas citotoxica testeada para la linea
celular PC3 entre los tratamientos realizados con estas drogas. Es por ello
que elegimos a esta linea celular para continuar los estudios in vitro e in
vivo. Ademas, esta estrategia es selectiva para lineas celulares de PCa ya
que las lineas celulares no tumorales (HEK 293 y previamente PBMCs) fueron
resistentes al tratamiento.

El tratamiento con paclitaxel, uno de los quimioterapéuticos actualmente
utilizado en la terapia del PCa, fue altamente citotoxico para PC3. Sin
embargo, la combinacion de este compuesto con CPS49 en las dosis bajas
testeadas no mejoro la respuesta del paclitaxel como unico agente.

2.3. La combinacion del CPS49 con flavopiridol o paclitaxel inhiben la formacién
de colonias en la linea PC3

Con el objetivo de estudiar el efecto de las drogas y sus combinaciones sobre la
proliferacion celular, evaluamos el efecto de estos tratamientos en la capacidad
clonogeénica in vitro de las células PC3.

Para ello sembramos 500 células PC3 por placa de 60 mm y expusimos a las células a
concentraciones subcitotdxicas de los distintos tratamientos durante 3 semanas. Al cabo
de este periodo las placas se tifieron con cristal violeta y evaluamos la cantidad de

colonias aisladas.

El tratamiento con flavopiridol, paclitaxel y sus combinaciones con CPS49 impidieron la
formacién de colonias de PC3 (Figura 20). El tratamiento con CPS49 no alteré en forma

significativa el numero de colonias ya que el promedio de colonias contabilizadas en las
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placas tratadas con el vehiculo fue de 102 y en aquellas tratadas con CPS49 fue de 94

colonias.

Podemos concluir entonces que el CPS49 no afecta la proliferacion celular,
mientras que el tratamiento con flavopiridol o paclitaxel inhibe la formacion de

focos, en las condiciones y concentraciones estudiadas.

A7 D 8 1 1
N L\\k NSNS

)

Flave - 0.1 M 0.5 uM - - - - 0.1 pM 0.5 uM -
CPs49 - - - 0.3uM 0.6 uM - - 03uM  0BuM 03uM 0.8 uM
PTX - - - - - 0.3nM 0.6 nM - - 0.3nM 0.6 nM

Figura 20. Ensayo clonogénico de células PC3 tratadas con flavopiridol,
paclitaxel, CPS49 o sus combinaciones. Las células PC3 fueron tratadas durante
tres semanas con distintas concentraciones de flavopiridol, paclitaxel o CPS49, o con
las combinaciones de CPS49 con flavopiridol o paclitaxel. Al cabo de ese tiempo las
placas se lavaron y tifieron con cristal violeta. Las fotos corresponden a un
experimento representativo de dos réplicas independientes.

Para determinar si la eliminacion del desarrollo de colonias era debida a las drogas o al
efecto generado por el tiempo prolongado de exposicion a los agentes, repetimos este
ensayo, pero exponiendo las células durante 24 h a los distintos tratamientos, y luego
agregando medio fresco hasta el final del ensayo. Utilizando este cambio de estrategia
metodoldgica se obtuvieron resultados similares. En conclusion, la disminucién de la
proliferaciéon de la linea celular PC3 causada por flavopiridol o paclitaxel no fue
potenciada por la combinacién con CPS49.

2.4. El tratamiento con flavopiridol disminuye la capacidad migratoria de las
células PC3

Para evaluar la alteracidén de la capacidad migratoria de las células PC3 tratadas con las
distintas drogas o su combinacién, utilizamos un ensayo de migracién celular basado en

la técnica de la herida como se describié en materiales y métodos. Las células fueron
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expuestas durante 16 horas a distintas concentraciones de flavopiridol, CPS49 o su
combinacién. Luego con un tip de micropipeta se realizaron heridas sobre las
monocapas de los cultivos celulares confluentes. Se determiné el porcentaje de herida

cerrada utilizando fotografias tomadas a distintos tiempos.
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Figura 21. Modulacion de la capacidad migratoria de las células PC3 por el
tratamiento con flavopiridol, CPS49 o su combinacion. Se realizo una herida
sobre una monocapa confluente de células PC3 previamente expuesta a distintos
tratamientos durante 16 horas. Se monitoreé el avance de células sobre la herida
realizada con fotografias tomadas a 0; 5 y 10 horas. Se cuantifico el area invadida y
se calculd el porcentaje de herida cerrada utilizando el programa Image J (Image
Processing and Analysis in Java). La figura muestra el promedio de dos réplicas
independientes y su desvio estandar. El asterisco (*) indica que el valor es
significativo con respecto al control (p<0,5).

Es importante aclarar que el tratamiento con las drogas se llevé a cabo durante 16h y no
durante 24 horas como en los ensayos de viabilidad ya que para poder evaluar la
capacidad migratoria de las células necesitabamos una confluencia cercana al 90%, y el
tratamiento con las drogas durante 24h reducia la confluencia de las células al momento

de realizar la herida.

En la Figura 21 se muestra el porcentaje de herida cerrada por cada tratamiento en
funcidén del tiempo transcurrido. Podemos observar que transcurridas 5 horas de los
tratamientos realizados no se vieron cambios en la migracion de las células PC3. Sin
embargo, a las 10 horas de tratamiento, podemos ver una diferencia significativa en la
capacidad migratoria de las células tratadas con altas concentraciones de flavopiridol
solo o combinado con CPS49. No obstante no observamos diferencias en la migracién

celular al realizar el tratamiento con CPS49 (Figura 21).
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2.5. La combinacion de flavopiridol y CPS49 induce arresto en el ciclo celular

La regulacién del ciclo celular juega un rol critico en la proliferacion de las células

tumorales. El flavopiridol es un agente antineoplasico definido como un inhibidor de las

quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) debido a su alta afinidad a las mismas que

induce arresto en el ciclo celular en varias lineas celulares (Carlson et al., 1996;

Losiewicz et al., 1994)(Senderowicz, 2003).

Con el objetivo de estudiar si el tratamiento con dosis bajas de flavopiridol o su

combinacién con CPS49 inducen arresto en el ciclo celular, tratamos a las células PC3

con flavopiridol, CPS49 o sus combinaciones durante 24 horas y luego determinamos el

contenido de ADN mediante la marcacion con ioduro de propidio y realizamos su

posterior andlisis por citometria de flujo.
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Figura 22. Medicion del
contenido de ADN de Ilas
células PC3 tratadas con
flavopiridol, CPS49 o sus
combinaciones. Las células
PC3 fueron expuestas a los
distintos tratamientos durante 24
horas. Luego se midio el
contenido de ADN por marcacion
con joduro de propidio 'y
citometria de flujo. A. Promedio
de 3 réplicas biolégicas
independientes de la
cuantificacion correspondiente a
las distintas fases del ciclo
celular. B. Promedio y desvio
estandar de 3 réplicas biolégicas
independientes. El asterisco (%)
indica que el valor es significativo
con respecto al vehiculo (p<0,5).
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Como podemos observar en la Figura 22 dosis bajas de flavopiridol inducen la acumulacién
de células en la fase G2/M del ciclo celular, disminuyendo el porcentaje de células en fase
G1. La combinacion de flavopiridol con CPS49, no interfiere en la habilidad de flavopiridol de
arrestar el ciclo en esta linea celular, ya que los resultados observados en los tratamientos
combinados (sin o con pretratamiento de flavopiridol) no mostraron variacion respecto a las
células que fueron tratadas con flavopiridol solamente

2.6. La combinacion de flavopiridol y CPS49 induce apoptosis en la linea celular PC3

La administracién de flavopiridol fue asociada a la induccion de apoptosis en células
hematopoyéticas, mediante la activacién de genes pro-apoptéticos y la disminucion de
genes antiapoptéticos (Kitada et al., 2000).
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Figura 23. Modulacion del porcentaje de células PC3 en apoptosis luego
del tratamiento con flavopiridol, CPS49 o sus combinaciones. Las células
fueron expuestas a los distintos tratamientos durante 24 horas. Luego fueron
marcadas con anexina V-FITC e ioduro de propidio y analizadas por
citometria de flujo. Los graficos de puntos corresponden a un experimento
representativo. Los graficos de barra muestran el promedio y desvio estandar
de tres réplicas biologicas independientes. El asterisco (*) indica que el valor
es significativo con respecto al vehiculo (p<0,5).
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En este trabajo de tesis evaluamos si el tratamiento de células PC3 con flavopiridol, CPS49
0 su combinacién altera la apoptosis utilizando el método de marcacién con anexina V-FITC
e ioduro de propidio seguida por andlisis en citdmetro de flujo.

Asimismo, la combinacién de CPS9 y flavopiridol induce apoptosis de las linea de leucemia
a través de la inhibicion de NF-Kb y disminuyendo la expresion de genes antiapoptéticos
como Survivina, Bcl-2 y Bel-XL (Ge et al., 2008).

El tratamiento con flavopiridol solo o en combinacién con CPS49 (con o sin pretratamiento
con flavopiridol), aumenta significativamente el porcentaje de células en apoptosis tardia
comparado con el control (Figura 23).

2.7. El tratamiento de células PC3 con flavopiridol o su combinacion con CPS49
reduce la expresion de genes involucrados en distintos procesos celulares

Con el objetivo de determinar las vias transcripcionales que podrian estar moduladas por el
tratamiento con flavopiridol, CPS49 o su combinacion, aislamos ARN a partir de las lineas
celulares PC3 que fueron expuestas a las drogas, y realizamos RT-gPCR de un grupo de
genes (RT-gPCR array) utilizando primers especificos involucrados en diferentes procesos
celulares como se detalla en materiales y métodos.

Los genes analizados se dividieron en 4 grupos (i) reguladores del ciclo celular y del dafo
en el ADN: SFN, CCNB2, MAD2L1, CHE, E2F4, BRCA2, DDB2, FEN, BLM, H3F3B; (ii)
Adhesion, migracién e invasién: SELL, MMP9, ENG, VEGF; (iii) marcadores de EMT: E-
CADERINA, B-CATENINA, VIMENTINA, FIBRONECTINA, SLUG, SNAIL; iv) reguladores de
la transcripcion: CCNT1, ELL, CtBP1.
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RT-qPCR Array: PC3
Tratamientos

1 2 3 4 5

SFN
CCNB2
MADZLA
CHE 1. Vehiculo

E2F4 . . 2. Flavo (2,5 pM, 24hs)
BRCAZ | Tratamientos 3 cpsa4g (2,5,M, 24hs)
{ 4. Flavo + CPS49 (2 5uM, 24hs)
DDB2 3 5. Pretratamiento Flavo (0,2ulM, Bhs),
FEN f Flavo + CPS48 {2 5uM, 24hs)

BLM e e = ARN
H3F3B _ PC3

SELL
MMP9 N
ENG I
VEGF =
E-CADHERIN =
B-CATENIN
VIMENTIN ii
FIBRONECTIN

SLUG : [ Represion (0 a 0,85 veces de induccion)
SNAIL

CCNT1
ELL

M Sin cambio (0,85 a 1,5 veces de induccion)

. q v B inducisn (1,5 a 5 veces de induccién)

CiBP1

Figura 24. Genes regulados en células PC3 tratadas con flavopiridol, CPS49 o sus
combinaciones. Las células PC3 fueron tratadas con flavopiridol, CPS49 o la combinacion
como se detalla en la figura durante 24 horas. Se aislo el ARN y se midio la expresion de
distintos genes por RT-qPCR utilizando primers especificos. Se agruparon a los genes en 4
grupos de acuerdo a su participacion en procesos celulares: (i) requladores del ciclo celular y
del dario en el ADN; (ii) Adhesion, migracion e invasion; (iii) marcadores de EMT; (iv)
reguladores de la transcripcion. Los resultados corresponden a dos experimentos
independientes. Para confeccionar el RT-qPCR Array los resultados fueron agrupados en tres
categorias distintas (Represion, Sin cambio e Induccion) segun las veces de induccion
obtenidas. En el grafico se observan tres colores que corresponden a valores de represion
significativos (verde), de induccion significativos (rojo) y sin variacion (negro), comparados con
el grupo 1 (Vehiculo). p<0,05
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En conclusion, todos los resultados presentados hasta aqui demuestran
que el tratamiento con la combinacion de flavopiridol y CPS49 es
efectivo y selectivo para las lineas celulares de PCa; y que esta
combinacion induce arresto en el ciclo celular y apoptosis, inhibe la
formacion de focos y regula la expresion de varios genes involucrados
en distintos procesos celulares.
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CAPITULO III

EFECTO DE DROGAS
ANTINEOPLASICAS SOBRE
CELULAS TUMORALES CON

DISTINTOS NIVELES DE BRCAI.
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Estudios previos realizados en nuestro laboratorio muestran un nuevo rol para el gen
supresor de tumores BRCA1 en el PCa. Determinamos que la expresion de BRCA1 es
diferente en las distintas lineas tumorales de préstata humanas, observandose la mayor
expresion en la linea celular LNCaP (sensible a andrégenos) y la menor expresién en la
linea PC3 (insensible a andrégenos), esto sugiere que la pérdida de la expresion de
BRCA1 se podria correlacionar con la progresién de la enfermedad (De Luca et al.,
2011)(Figura 25).
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Figura 25. Expresion de BRCA1 en lineas celulares de PCa. A) Niveles de ARNm de
cada linea celular, obtenidos mediante RT-gPCR utilizando primers especificos para
BRCAT1 y relativizados a Actina B8 y LNCaP. B) Extractos de proteinas totales de las lineas
celulares de PCa se analizaron por Western blot utilizando anticuerpos especificos contra
la proteina BRCA1 y Laminina A/C. Los numeros debajo de las bandas muestran la
cuantificacion de los niveles de expresion de BRCAT realizado con el software Image J,
relativizado a los niveles de expresion de laminina A/C y al valor de expresion de PC3.
Extraido de la tesis doctoral de la Dra. Paola De Luca (FCEN — UBA).

Ademas, establecimos por primera vez un modelo in vivo de animales
xenotransplantados con células de PCa que tienen disminuida la expresion de BRCA1
(De Luca et al., 2011). Inyectamos como xenotransplantes en ratones nude machos de 6
semanas las lineas celulares PC3 con expresion disminuida de BRCA1 (shRNA BRCA1)
y su control (shRNA scramble), y medimos el crecimiento tumoral. La disminucion de la
expresion de BRCA1 aumenté significativamente el desarrollo tumoral in vivo a través de
la modulacion de la transcripciéon de varios genes (De Luca et al., 2011). Estos
resultados sugieren por primera vez que BRCA1 podria estar funcionando como un
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supresor tumoral en préstata probablemente a través de la regulacién transcripcional de
otros genes.

Mas aun, esta ampliamente investigado que la disminucién o la falta total de la expresion
de la proteina BRCA1 afecta la sensibilidad a las drogas antineoplasicas (Rottenberg et
al., 2007)(Zander et al., 2010)(Quinn et al., 2003). Considerando el importante rol de BRCA1
en el PCa (De Luca et al., 2011)(Moiola et al., 2012), en este trabajo de tesis nos
propusimos investigar el efecto sobre la sensibilidad a las combinaciones de las drogas
en estudio, en un panel de lineas celulares de PCa que tienen diferentes niveles de
expresiéon de BRCA1.

3.1. La baja expresion de BRCA1 aumenta la sensibilidad a la combinacion de
flavopiridol y CPS49 en el PCa

Si analizamos los resultados presentados en el capitulo 2, desde el punto de vista de la
expresion de BRCA1, observamos que las células que presentan menor expresion de
BRCA1 son mas sensibles a la combinacion de CPS49 con flavopiridol (Figura 18). En
particular, las lineas PC3 y 22Rv1, que presentan menor expresion de BRCA1, son las
mas sensibles a estos tratamientos. Asimismo, la linea LNCaP, con altos niveles de
expresion de BRCA1, es insensible a la combinacién de CPS49 con flavopiridol (Figura
18).

La diferencia a la sensibilidad a estas drogas puede deberse a muchos factores, entre
ellos la expresion de BRCA1 puede jugar un rol. En base a esto nos propusimos estudiar
el efecto de la sobreexpresidén o el silenciamiento de BRCA1 en células PC3 frente al
tratamiento con flavopiridol, CPS49, o sus combinaciones.

Para ello utilizamos las lineas celulares PC3 establemente transfectadas con el plasmido
de sobreexpresion (pcDNA3 BRCA1) o con el plasmido de silenciamiento de BRCAT
(pkD shRNA BRCA1), generadas previamente en nuestro laboratorio (De Luca et al.,
2011) y la linea PC3 original como control. En esas lineas celulares realizamos un
ensayo de viabilidad celular luego del tratamiento con flavopiridol, CPS49 o sus
combinaciones durante 24 horas.
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Como podemos observar en la Figura 26, la linea celular que tiene menores niveles de
BRCA1 (PC3 pKD shRNA BRCAT1) fue mas sensible al tratamiento con flavopiridol y su
combinacién con CPS49. En cambio la linea que tiene los mayores niveles de BRCA1
(PC3 pcDNA3 BRCA1) mostrd ser mas resistente a los tratamientos con estos agentes.
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Figura 26. Citotoxicidad del tratamiento combinado de flavopiridol y CPS49 en
lineas celulares PC3 que tienen sobreexpresada o silenciada la expresion de
BRCAI1. Las lineas estables PC3 que sobreexpresan (PC3 pcDNA3 BRCAT1) o que
tienen disminuida la expresion de BRCA1 (PC3 shRNA BRCAT1) y el control se
expusieron a distintas concentraciones de flavopiridol y/o CPS49 durante 24 hs; o
fueron pretratadas con una baja concentracion de flavopiridol durante 8h y luego se
expusieron a la combinacion de ambas drogas. Luego de los tratamientos se midio la
viabilidad celular mediante un ensayo de MTS. Cada punto representa el promedio y
desvio estandar de 3 repeticiones. Se muestra un experimento representativo de 2
réplicas biolégicas independientes.

3.2. Las lineas celulares de PCa con baja expresion de BRCA1 son mas sensibles
al tratamiento con olaparib

Debido a que los inhibidores de Poly ADP ribose polymerase (PARP) son agentes
antineoplasicos que se utilizan en la actualidad para el tratamiento de los tumores que
tienen baja o nula expresién de BRCA1, y considerando que observamos un aumento de
la sensibilidad a drogas con la disminucion de la expresién de esta proteina, en este
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trabajo de tesis intentamos determinar si la combinacion de las drogas utilizadas en este
proyecto con olaparib (inhibidor de PARP) mejoraba el efecto citotoxico en el PCa. Para
ello en primer lugar realizamos un ensayo de viabilidad utilizando las lineas celulares de
PCa que expresan distintos niveles de expresién de BRCA1 (PC3, 22Rv1, LNCaP y C4-
2B). En esas lineas realizamos un tratamiento con concentraciones crecientes (0-50 uM)
de olaparib durante 24 horas y luego medimos la viabilidad celular mediante un ensayo
de MTS.

Como podemos observar en la Figura 27, las lineas celulares de PCa que presentan
baja expresion proteica de BRCA1 (PC3 y 22Rv1) fueron sensibles al tratamiento con 25
UM de olaparib, mientras que las lineas celulares de PCa que exhiben alta expresién de
esta proteina (LNCaP y C42-B) fueron resistentes a esta concentracion. Todas las lineas
estudiadas fueron sensibles al tratamiento con 50 uM de olaparib.
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3.3. El olparib aumenta la sensibilidad del flavopiridol y el CPS49 en las células
PC3

Habiendo encontrado una relacion entre la sensibilidad de las lineas celulares de PCa al
tratamiento con olaparib y la expresion de BRCA1, nos propusimos estudiar si el
olaparib podria aumentar la sensibilidad de la linea PC3 al flavopiridol, CPS49 o

paclitaxel. Nuevamente optamos por verificar esta hipétesis en la linea celular PC3 ya
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que esta linea presenta los mas bajos niveles de BRCA1 y es sensible al tratamiento con

olaparib.

Para ello realizamos un ensayo de viabilidad celular donde tratamos a las células con las
drogas como unicos agentes (25 uM de olaparib; 1,5 0 5 uM de flavopiridol; 25 o 30 uM
de CPS49 y 5 0 10 nM de paclitaxel) o con combinaciones de olaparib (25 uM) con cada
una de las dosis de flavopiridol, CPS49 y paclitaxel. Luego de 24 horas de tratamiento,

medimos la viabilidad celular mediante un ensayo de MTS.

Como podemos observar en la Figura 28, la combinacién de olaparib con flavopiridol o
con CPS49, redujo significativamente la viabilidad celular de la linea PC3, comparada
con el tratamiento con flavopiridol 0 CPS49 solos. Unicamente el tratamiento con 5 uM
de flavopiridol, disminuyé significativamente el porcentaje de viabilidad celular
comparado con el tratamiento con olaparib como uUnico agente. En el caso de la
combinacién con olaparib y CPS49, los resultados obtenidos son similares a los
obtenidos con olaparib como monodroga, por lo que no podriamos determinar con éste

ensayo si el resultado es debido solamente a la accién de olaparib.
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Figura 28. Ensayo de viabilidad en células PC3 tratadas con combinaciones de
olaparib y flavopiridol, CPS49 o paclitaxel. La linea celular PC3 fue expuesta a
combinaciones de olaparib (25 uM) con flavopirido! (2,5 y 5 uM), CPS49 (25 y 30 uM) o
paclitaxel (5 y 10 nM). Luego de los tratamientos se midio la viabilidad celular mediante
un ensayo de MTS. Cada punto representa el promedio y desvio estandar de 2
repeticiones. *p<0,05 vs control; a<0,05 vs 2,5uM Flavo; b<0,05 vs 5uM Flavo; c<0,05 vs
25uM CPS49; d<0,05 vs 30uM CPS49; e<0,05 vs 25uM Olaparib.
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Por ultimo los resultados obtenidos al combinar olaparib con paclitaxel fueron muy similares

a aquellos alcanzados con paclitaxel y olaparib como mono droga. (Figura 28)

A partir de los resultados de esta seccion, podemos concluir que la
deficiencia en la expresion de BRCA1 en el PCa aumenta la sensibilidad al
tratamiento con flavopiridol, CPS49, olaparib y sus combinaciones. Por lo
tanto estas drogas serian efectivas para un subgrupo de pacientes con PCa
y deficientes en la expresion de BRCA1.
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CAPITULO 4

ESTUDIOS IN VIVO UTILIZANDO
CP549, FLAVOPIRIDOL Y
PACLITAXEL PARA LA TERAPIA
DEL PCA
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El avance del flavopiridol en ensayos clinicos no fue satisfactorio a pesar de ser efectivo
en varios estudios preclinicos en PCa. Utilizado como Unico agente, el flavopiridol
produce la estabilizacion de la enfermedad por un determinado tiempo. Sin embargo, se
observé en los pacientes una alta toxicidad gastrointestinal con eventos hematolégicos o
neurolégicos (Liu et al., 2004). A pesar de la respuesta insatisfactoria como uUnico
agente, actualmente se postula como promisoria la evaluacion del uso del flavopiridol en
terapias combinadas con otros agentes antitumorales. La mayoria de las estrategias
para una terapia efectiva contra el cancer emplean combinaciones de drogas disefiadas
para dirigirse a varios componentes dentro de las vias biolégicas que se cree que son

criticas para el crecimiento y supervivencia tumoral.

Por otro lado la talidomida, un potente inhibidor de la angiogénesis, demostré tener
actividad antitumoral en numerosos protocolos con pacientes (Barlogie et al., 2001; Fine
et al., 2000; Little et al., 2000; Rajkumar et al., 2000), pero los efectos colaterales que se
presentaron en los pacientes llevaron al desarrollo de nuevos analogos estructurales

como el CPS49 vy los de la serie GU investigados en este trabajo de tesis.

Estudios previos de otros autores demostraron que altas dosis de flavopiridol (10
mkg/dia) (Jiao et al., 2008) o de CPS49 (12 mg/kg/day) (Ng et al., 2004) son necesarias
para inhibir el crecimiento tumoral en xenotransplantes originados a partir de la
inoculacién de células PC3 en ratones nude. En el caso de paclitaxel las dosis
necesarias para inhibir el crecimiento tumoral a partir de la linea LNCaP es de 20
mg/Kg/dia (Chen et al., 2003).

En base a esto, y con el objetivo de reducir los efectos nocivos en pacientes y mejorar
los efectos antitumorales de estas drogas, en este trabajo de tesis decidimos investigar
el efecto in vivo de la terapia con flavopiridol, CPS49 o paclitaxel, y las combinaciones
entre estos agentes, reduciendo asi las dosis aplicadas de cada droga a la mitad de las
previamente publicadas. Para ello inyectamos en forma subcutanea en ratones nude la
linea humana tumoral PC3 y evaluamos el crecimiento tumoral en funcion del tiempo.
Elegimos esta linea celular debido a que mostré la mayor respuesta frente al tratamiento

con los compuestos utilizados y/o sus combinaciones en los ensayos in vitro.
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4.1. El tratamiento con flavopiridol o CPS49 reduce el crecimiento tumoral en
xenotransplantes originados a partir de células PC3

Para realizar los estudios in vivo inyectamos 10° células PC3 s.c. en el flanco derecho de
los ratones nude. Luego de tres semanas, los tumores alcanzaron un volumen entre 50 y
100 mm?® y los animales fueron distribuidos aleatoriamente en 4 grupos: 1) CONTROL:
tratados con DMSO; 2) Flavo: tratados con 6 mg/kg/dia de flavopiridol; 3) CPS49:
tratados con 6 mg/kg/dia de CPS49 y 4) PTX: tratados con 10 mg/kg/dia de paclitaxel,
segun se detalla en el protocolo de la Figura 29A.

A partir de los 7 dias desde la inyeccion de las células, los tumores fueron medidos
utilizando un calibre digital cada dos dias hasta el final del experimento.

Como podemos observar en la FIGURA 29B el tratamiento con bajas dosis de
flavopiridol (dia 33 y 35 p.i.) o CPS49 (dia 35 p.i.) redujeron significativamente el
volumen de los tumores. Sin embargo, dosis bajas de paclitaxel no disminuyeron el

crecimiento tumoral comparado con el control.

Llegando al final del experimento, el 50% de los animales tratados con flavopiridol
murieron, por lo que decidimos terminar el experimento en ese momento, de forma de no
perjudicar a los animales y de poder analizar el resultado con la mayor cantidad de datos
posible. Debido a que no hemos observado alguna otra causa posible, creemos que
estos animales murieron por efectos secundarios del flavopiridol. El resto de los grupos
(Control, CPS49 y PTX) presentaron una tasa de mortalidad baja (<5%) comparada con
la de los animales tratados con flavopiridol.

Para poder analizar la toxicidad de las drogas ensayadas en los animales, se midié el
peso de los animales una vez por semana a lo largo de todo el experimento, y se realizd
un andlisis histolégico del higado, riidn y pulmén de cada animal al final del
experimento. No hallamos diferencias significativas en el peso de los animales a lo largo
del experimento. El andlisis histoldgico de los érganos llevado a cabo por el Dr. Roberto
Meiss (Jefe de Patologia de la Academia Nacional de Medicina), mostré6 que no se
observaron diferencias significativas en los dérganos de los animales tratados

comparados con los del grupo control (datos no mostrados).
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A. Protocolo Experimental
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Figura 29. Crecimiento tumoral en ratones xenotransplantados originados a partir
de la inoculacion de células PC3 y luego tratados con flavopiridol, CPS49 o
paclitaxel. A. Protocolo experimental: Ratones machos nu/nu de 5 semanas de edad
fueron inoculados con células PC3 (5x10° células) s.c. Cuando los tumores alcanzaron
un volumen entre 50 y 100 mm®> los ratones se dividieron al azar en 4 grupos (n=7) y se
le inocularon las drogas en forma i.p. de la siguiente manera: Grupo Control: 4
inyecciones de vehiculo o DMSO por semana durante 2 semanas; Grupo Flavo: 4
inyecciones de flavopiridol (6 mg/kg/dia) por semana durante 2 semanas, Grupo CPS49:
4 inyecciones de CPS49 (6 mg/kg/dia) por semana durante 2 semanas; Grupo PTX: 3
inyecciones de paclitaxel (20 mg/kg/dia) por semana durante 2 semanas. B. Grafico del
crecimiento tumoral: E| tamarno tumoral se determind 3 veces por semana. Se
muestran las curvas de crecimiento tumoral que representan el promedio y desvio
estandar de las mediciones de los ratones. El asterisco (*) indica que el valor es
significativo con respecto al control (p<0,5).
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A partir de estos resultados podemos concluir que dosis bajas de
flavopiridol o CPS49 disminuyen el crecimiento de los xenotransplantes
originados a partir de células PC3. Sin embargo, la toxicidad del flavopiridol
pareciera ser todavia alta debido a que la tasa de mortalidad de este grupo
fue del 50%.

4.2 La combinacion de flavopiridol y CPS49 disminuyé el crecimiento tumoral en
xenotransplantes originados a partir de células PC3

A partir de los resultados obtenidos en el crecimiento tumoral de los animales tratados
con flavopiridol o CPS49 como monodroga, decidimos estudiar el efecto de la
combinacién de estas drogas con el objetivo de aumentar la eficacia de cada droga y
disminuir los efectos no deseados. A pesar de que el paclitaxel como monodroga
utilizado a bajas dosis no logré disminuir el crecimiento tumoral, decidimos probar
también la combinacién de CPS49 y paclitaxel basandonos en la hip6tesis que la
combinacién podria mejorar el efecto antitumoral de cada droga por separado.

De la misma forma que en el tratamiento anterior, los animales nude fueron inyectados
con células PC3. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de entre 50 y 100 mm?, los
animales fueron distribuidos aleatoriamente en 4 grupos: 1) CONTROL: tratados con
DMSO, 2) Flavo + CPS49: durante la primer semana se los traté con DMSO, y las dos
semanas siguientes con 6 mg/kg/dia de flavopiridol y CPS49, 3) Pret. Flavo, Flavo +
CPS49: durante la primer semana se inyectaron 2 mg/kg/dia de flavopiridol, y las
siguientes dos semanas 6 mg/kg/dia de flavopiridol y CPS49; 4) PTX + CPS49: se
inyectd DMSO durante la primer semana y las dos semanas siguientes se inyectaron 10
mg/Kg/dia de paclitaxel y 6 mg/kg/dia de CPS49, segun se detalla en el protocolo de la
Figura 30 A.
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A. Protocolo Experimental
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Figura 30. Crecimiento tumoral en ratones xenotransplantes originados a partir de
células PC3 tratados con combinaciones de CPS49 y flavopiridol o paclitaxel. A.
Protocolo experimental. Ratones machos nu/nu fueron inoculados con células PC3
s.c. Los animales fueron divididos en 4 grupos luego de que los tumores alcanzaran
entre 50 y 100 mm?® y se le inocularon las drogas en forma i.p. de la siguiente manera:
1) Grupo Control: 4 inyecciones de vehiculo o DMSO por semana durante 2
semanas;2) Grupo Flavo + CPS49: 4 inyecciones de DMSO durante la primer semana,
y luego 4 inyecciones de flavopiridol y CPS49 (6 mg/kg/dia) por semana, durante las
dos semanas siguientes; 3) Grupo Pret. Flavo, Flavo + CPS49: 4 inyecciones de
flavopiridol (2 mg/kg/dia) durante la primer semana, y luego 4 inyecciones de
flavopiridol y CPS49 (6 mg/kg/dia) por semana, durante las dos semanas siguientes;4)
Grupo PTX: 4 inyecciones de DMSO durante la primer semana, y luego 3 inyecciones
de paclitaxel (20 mg/kg/dia) y CPS49 (6 mg/kg/dia) por semana, durante 2 semanas. B.
Grafico del crecimiento tumoral. E|l tamarfo tumoral se determind 3 veces por
semana. Se muestran las curvas de crecimiento tumoral que representan el promedio y
desvio estandar de las mediciones de los ratones. El asterisco (*) indica que el valor es
significativo con respecto el control (p<0,5).
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El tratamiento de los animales con la combinacién de flavopiridol y CPS49 (Grupo Flavo
+ CPS49) disminuy6 significativamente el volumen tumoral luego de 2 semanas de
cotratamiento (83% comparado con el grupo control) (Figura 30B). Ademas pudimos
observar que el pretratamiento durante una semana con bajas dosis de flavopiridol y
luego el cotratamiento con flavopiridol y CPS49 durante 2 semanas (Grupo Pret. Flavo +
CPS49), también redujo significativamente el volumen tumoral comparado con el grupo
control (54%). Sorprendentemente, la tasa de mortalidad de estos tratamientos fue
menor a la observada en el grupo tratado con flavopiridol (menor al 5%).

En el caso del tratamiento combinado con bajas dosis de paclitaxel y CPS49 (Grupo
PTX + CPS49), no observamos una reduccién del crecimiento tumoral significativa
(Figura 30 B).

Estos resultados nos permiten concluir que la combinacion de flavopiridol y
el CPS49 en dosis bajas, con o sin pretratamiento con flavopiridol, disminuye
el crecimiento tumoral originado a partir de células PC3. La combinacion de
paclitaxel con CPS49 no presento diferencias significativas comparadas con
el tratamiento de paclitaxel o CPS49 como monodrogas. Estos resultados
describen una nueva estrategia terapéutica que reduce el volumen tumoral
utilizando bajas dosis de estas drogas en estudios preclinicos.

4.3. Analisis histolégicos de los tumores extraidos de ratones nude expuestos a
distintos tratamientos

Al finalizar el experimento los tumores fueron extraidos y fotografiados. En la figura 31
se presentan fotografias representativas de los tumores en las que podemos observar la
diferencia en el tamafo tumoral, congruente con el volumen medido en cada grupo, y el
color de los tumores relacionados con la vascularizacién presente en cada tumor. Los
tumores mas pequenos fueron los extraidos de animales que recibieron el tratamiento
con flavopiridol solo o en combinacién con CPS49. El tumor extraido del grupo de
animales que recibi6 tratamiento con el vehiculo se caracteriza por su gran tamafo y su
color rojo. En cambio, los tumores de animales que recibieron tratamiento con CPS49

solo 0 en combinacion con flavopiridol o paclitaxel, presentaron un color menos rojizo,
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que se podria deber a la potente actividad anti angiogénica de este analogo de la
talidomida.

Con el objetivo de estudiar los mecanismos moleculares y celulares que estan
involucrados en los tratamientos con las distintas drogas, los tumores fueron
seccionados para hacer andlisis de ARN y andlisis histologicos al finalizar el
experimento. Para realizar el andlisis histolégico las muestras fueron conservadas en
formalina tamponada 10% y enviadas a la Academia de Medicina, donde el Dr. Meiss
realizé las tinciones y describié el patron histolégico observado. El grupo control se
caracteriz6 como adenocarcinomas pobremente diferenciados con la trama epitelial
fibroreticular preservada (Figura 31). El grupo tratado con flavopiridol (Grupo Flavo) o
paclitaxel (Grupo PTX) indujo focos de necrosis de células tumorales y pérdida de la
trama fibroreticular.

Figura 31. Tinciones histolégicas en
cortes de tumores generados por
Vehiculo inoculacion de células PC3 en los
ratones nude que fueron expuestos a
distintos tratamientos. Muestras
tumorales de distintos grupos de
Fl tratamientos  fueron  tedidas  con
avo i . _
hematoxilina y eosina o se les realizo la
técnica histoldgica tricromica de Masson
y luego fotografiadas. En la figura se
muestra una foto representativa de cada
CPS49 tincion y del tumor extraido de los
animales al momento de finalizar el
experimento.
PTX
Flavo +
CPS49
Pret. Flavo,
Flavo+
CPS49
PTX +
CPS49
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Estos resultados coinciden con los resultados in vitro, en los que en las células PC3 tratadas
con flavopiridol se observaba el aumento de muerte celular por apoptosis, y con los
resultados in vivo de los grupos tratados con flavopiridol o paclitaxel donde observabamos
un crecimiento tumoral disminuido comparado con el grupo control. El analisis histolégico de
los tumores extraidos de los animales tratados con la combinacién de flavopiridol y CPS49
con o sin pretratamiento con flavopiridol, mostré areas extensas de necrosis con pérdida
moderada a completa de la trama fibroreticular (Figura 31). El andlisis de los tumores
pertenecientes al grupo tratado con paclitaxel y CPS49 revelé una trama fibroreticular y
células tumorales relativamente bien conservadas, coincidentemente con los resultados

obtenidos a partir de la medicién del volumen tumoral en este grupo.

4.4. El tratamiento combinado de flavopiridol y CPS49 in vivo reprime genes
involucrados en migracion, adhesion e invasion

Con el objetivo de determinar las vias transcripcionales que estaban siendo moduladas por
el tratamiento con la combinacién de flavopiridol y CPS49 in vivo, aislamos ARN a partir de
los tumores originados de la linea celular PC3 y realizamos RT-gPCR array de los mismos

genes que evaluamos en la Figura 32 realizado a partir del tratamiento en las células PC3.

La combinacion de flavopiridol y CPS49 con o sin pretratamiento no alteré los niveles de
expresidon de la mayoria de los genes estudiados en los tumores. Aunque pudimos encontrar
un set de genes involucrados en adhesién, migracion e invasién (SELL, MMP9, ENG, VEGF)
cuya expresion se encontro significativamente reprimida (Figura 32).
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RT-gPCR Array: Tumores
Tratamientos
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Figura 32. Genes regulados en tumores de PC3 trasplantados en ratones nude a los que se les
administro la combinacion de Flavopiridol y CPS49. Los animales fueron tratados con la
combinacion de flavopiridol y CPS49, con o sin pretratamiento de flavopiridol, como se detalla
en la figura. Luego de sacrificar a los animales, se aislo el ARN a partir del tumor y se midio la
expresion de distintos genes por RT- qPCR utilizando primers especificos. Se agruparon a los
genes en 4 grupos de acuerdo a su participacion en procesos celulares: (i) requladores del ciclo
celular y del dario en el ADN; (ii) Adhesion, migracion e invasion; (iii) marcadores de EMT; iv)
reguladores de la transcripcion. En el grafico se observan tres colores que corresponden a
valores de represion significativos (verde), de induccion significativos (rojo) y sin variacion
(negro), comparados con el grupo 1 (Vehiculo). p<0,05

A partir de estos resultados podemos concluir que el CPS49 aumenta el
efecto antitumoral del flavopiridol e induce necrosis tumoral, disminuyendo
la tasa de mortalidad y reprimiendo genes involucrados en adhesion,
migracion e invasion. El paclitaxel en combinacion con CPS49 no mostro
diferencias significativas comparadas con el grupo control o el grupo
tratado con paclitaxel solamente.

En resumen en este trabajo de tesis presentamos por primera vez una
nueva estrategia para reducir el volumen tumoral en un modelo preclinico
de PCa utilizando dosis bajas de flavopiridol y el agente antiangiogénico
CPS49.
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Estudios in vitro con analogos de talidomida

Los andlogos de talidomida GU990 Y GU998 son buenos candidatos antitumorales para
combinar con otros compuestos en modelos pre-clinicos de PCa en dosis altas.
EICPS49 es un candidato mas eficaz como agente antitumoral que potencialmente se
podria utilizar en el tratamiento del PCa.

Estudios in vitro e in vivo de la combinacion del analogo de talidomida CPS49 con
flavopiridol o paclitaxel

La combinacion de bajas dosis de CPS49 con flavopiridol disminuye la viabilidad celular
de las lineas celulares de PCa, inhibe la formaciéon de colonias en la linea PC3 y
disminuye la capacidad migratoria de las células PC3, induciendo arresto y apoptosis y
reduciendo la expresion de genes involucrados en distintos procesos celulares. Este
tratamiento también reduce el crecimiento tumoral en xenotransplantes originados a
partir de células PC3, aunque la toxicidad del flavopiridol aun sigue siendo alta. A partir
de los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que la combinacién de
flavopiridol y el CPS49 en dosis bajas, con o sin pretratamiento con flavopiridol,
disminuye el crecimiento tumoral de xenotransplantes originados a partir de la
inoculacién de células PC3, induce necrosis tumoral, disminuye la tasa de mortalidad de

los ratones y reprime genes involucrados en adhesidon, migracion e invasion

La combinacién de paclitaxel con CPS49 estudiada en este trabajo no presentd
diferencias significativas comparadas con el tratamiento de paclitaxel o0 CPS49 como

mono drogas.

Efecto de drogas antineoplasicas sobre células tumorales con distintos niveles de
BRCA1

La baja expresion de BRCA1 en PCa aumenta la sensibilidad a flavopiridol, CPS49,
olaparib y sus combinaciones. Proponemos estos agentes como posible terapia dirigida
para aquellos pacientes con PCa y mutaciones en el gen de BRCA1.
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El cancer de préstata es una de las enfermedades mas comunes y es la segunda causa
de muerte mas frecuente por cancer en hombres. La terapia con ablacién de andrégenos
es eficaz en aquellos pacientes que son diagnosticados en etapas tempranas de esta
enfermedad, y es considerada una terapia paliativa para pacientes con metastasis
debido a que la enfermedad progresara eventualmente. Es en esta etapa de la
enfermedad en la que se debe invertir nuevos estudios de agentes y esquemas de
tratamiento, debido a que actualmente no existe una terapia que disminuya totalmente la
progresion tumoral. Asi, una vez que el cancer se vuelve refractario a la terapia
hormonal o a la castracién (CRPC), comienza el tratamiento quimioterapéutico basado
en taxoles (docetaxel o paclitaxel). Este tratamiento ofrece un beneficio de sobrevida
durante un tiempo, pero eventualmente las células de PCa desarrollan resistencia a esta
quimioterapia. Para poder ofrecer una respuesta a esta resistencia en CRPC es esencial
identificar nuevos blancos y estrategias terapéuticas.

Uno de los mayores objetivos de las investigaciones actuales en terapias antitumorales
es el desarrollo de nuevas terapias con mayor selectividad hacia las células tumorales y
menores efectos secundarios en pacientes. La estrategia de una terapia metronémica
podria reducir las dosis de los agentes utilizados, aumentando de esta manera tanto la
efectividad como la tolerabilidad de las terapias.

En este trabajo nos propusimos mejorar las terapias contra el PCa avanzado reduciendo
las dosis de las drogas utilizadas y los efectos secundarios en pacientes.

Hemos demostrado que la reduccion a la mitad de la dosis de flavopiridol previamente
reportada, fue efectiva para reducir el crecimiento tumoral. Aun asi el uso de este agente
como monodroga presenta una alta mortalidad en ensayos in vivo.

El CPS49 utilizado como unico agente, fue también efectivo para reducir el crecimiento
tumoral, y no presenté mortalidad en los animales, pero no es tan eficiente como el
flavopiridol.

Al combinar estos dos compuestos en una terapia metrondmica, observamos un
aumento en la necrosis celular tumoral y por lo tanto un aumento en la eficacia y
tolerabilidad de la terapia.

Con los estudios realizados en el presente trabajo no pudimos descubrir por qué esta
combinacién muestra tener una mayor tolerabilidad que el tratamiento con flavopiridol

como unico agente en los estudios in vivo. Previamente fue reportado que el CPS49
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pareceria antagonizar la capacidad de flavopiridol de estabilizar la actividad de E2F-1 en
células de leucemia (Ge et al., 2008). Este efecto antagonista podria influir en la
respuesta in vivo.

Con el objetivo de poder dilucidar qué mecanismos moleculares estaban involucrados en
la respuesta tumoral a la combinacién de estas drogas, estudiamos el efecto de esta
terapia en distintos procesos celulares. Encontramos asi que bajas dosis de flavopiridol
reducen la proliferacion celular, induciendo arresto en el ciclo y apoptosis. Aunque el
CPS49 como monodroga no modulé dichos procesos celulares a bajas concentraciones,
la combinacion de flavopiridol y CPS49 aument6 la reduccién de la viabilidad celular de
aquellas lineas de PCa representativas de estadios mas avanzados de la enfermedad.

El CPS49 es un potente inhibidor de la angiogénesis. Este proceso celular ha sido
considerado como un blanco especial para la terapia antitumoral. Las propiedades
antiangiogénicas ya reportadas del CPS49 podrian explicar el aumento de los focos de
necrosis observados en los tumores asi como la disminucion de la expresién de los
genes relacionados con adhesion, migracién e invasion en los tumores de los animales
tratados con la combinacién de flavopiridol y CPS49.

Nuestro laboratorio, en colaboracion con el Dr. Gardner, demostr6 que esta combinacion
induce toxicidad selectiva para células de leucemia asociada a un desbalance
mitocondrial y un aumento de los niveles de ROS (Ge et al., 2008). Analizando los
blancos transcripcionales de esta terapia combinada se descubrié que estas drogas
inician un programa transcripcional especifico en estas células que modula la actividad
de NF-kB, E2F-1 y p73 promoviendo la inestabilidad mitocondrial, elevando la expresion
de factores proapotoéticos (BAX, BAD, p73 y PUMA) y reduciendo la expresion de
factores antiapoptéticos (MCL1, XIAP, BCL-xL, SURVIVIN y MDM2).

En base a estos antecedentes y los resultados obtenidos en este trabajo,
proponemos una nhueva terapia prometedora para el PCa basada en la co-
administraciéon de flavopiridol y CPS49. Cada uno de estos agentes ataca blancos
moleculares distintos, aumentado la toxicidad celular tumoral, y disminuyendo los
efectos secundarios en estudios pre-clinicos.

En linea con el objetivo general de este trabajo, también estudiamos la respuesta
antitumoral combinando el CPS49 con paclitaxel. Dicha combinacion fue altamente

citotdxica in vitro, pero no disminuyé significativamente el crecimiento tumoral ni mostrd
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un aumento en los focos de necrosis o0 en la trama tumoral en el modelo in vivo. Estos
resultados sugieren que la combinacién no fue efectiva en este modelo y deberia ser
evaluada en otras dosis 0 esquemas de tratamiento, o0 combinados con otros taxoles,

como el docetaxel.

La talidomida como potente inhibidor de la angiogénesis, ha impulsado el desarrollo de
nuevos analogos. Dentro del analisis de distintos agentes antiangiogénicos, evaluamos
la respuesta antitumoral en células de PCa de 7 nuevos analogos generados en el
laboratorio del Dr. Figg. Asi como con el CPS49, estos analogos evaluados como Unicos
agentes, necesitan ser administrados en altas concentraciones para disminuir la
viabilidad celular de las lineas de PCa, y en estas concentraciones son también
citotéxicos para lineas no tumorales, lo que permite extrapolar efectos secundarios
importantes en estas dosis. En este estudio hallamos dos analogos (GU990 y GU998) que
fueron selectivos para todas las lineas de PCa salvo para LNCaP, que resultd ser
resistente a estos agentes. Mas aun, evaluamos como fue modulada la capacidad
clonogénica de la linea PC3 tratada con distintas dosis de ambos analogos vy
descubrimos que la formacion de colonias es inhibida totalmente para esta linea.

Este hallazgo interesante permite pensar en dos agentes novedosos, efectivos y
selectivos para etapas avanzadas de PCa que podrian ser evaluados en
combinacién con otros agentes.

A pesar de estos resultados novedosos, nho podemos dejar de lado que la linea no
tumoral evaluada resulté ser sensible a estos agentes nuevos. Por lo que es
necesario continuar este estudio evaluando dosis intermedias y combinaciones

que generaran un tratamiento mas selectivo para las células tumorales.

Otra de las estrategias que se analiz6 en este trabajo fue la relacionada con el gen
supresor de tumores BRCA1. Esta ampliamente discutida y reportada la relacidén entre la
progresion del PCa y la presencia de mutaciones en dicho gen. Mas aun en nuestro
laboratorio, demostramos por primera vez que BRCA1 estaria funcionando como un gen
supresor tumoral en prostata a través de la regulacion transcripcional de otros genes (De
Luca et al., 2011).

También existen varios reportes que demuestran una relaciéon entre la presencia de

mutaciones en el gen de BRCA1 y la respuesta a las distintas terapias en cancer de
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mama. Por lo que quisimos estudiar el efecto de la modulacién de BRCA1 en la
sensibilidad de las lineas celulares de PCa frente al tratamiento con la combinacion de
flavopiridol y CPS49. En primer lugar observamos que las lineas que menor expresién
de BRCAT1 presentan son las mas sensibles a este tratamiento. En un segundo abordaje,
estudiamos el efecto de la modulacién en la respuesta celular al tratamiento en la linea
celular PC3, y observamos la misma relacién a la que se habia llegado en primera
instancia.

Por lo que en este trabajo encontramos un nuevo ejemplo de como el gen
supresor tumoral BRCA1 regula la sensibilidad de las células a las terapias

antitumorales.

Ahondando mas aun en la relacion de la expresién de BRCA1 con los tratamientos para
el PCa, decidimos abordar una nueva propuesta terapéutica en la que el blanco
molecular era el supresor tumoral, utilizando un inhibidor de PARP. Los resultados
obtenidos nos permitieron revalidar el resultado anterior relacionado a BRCA1 y al
tratamiento combinado de flavopiridol y CPS49, asi como proponer una terapia
con olaparib, flavopiridol y CPS49 para aquellos pacientes de PCa que presenten
deficiencias en la expresion de BRCA. Este resultado permite abrir un nuevo
horizonte de estudio para terapias personalizadas.

Acorde con el objetivo de este trabajo, estudiamos varias estrategias terapéuticas en
estadios pre-clinicos para el PCa avanzado. La mayoria de las terapias evaluadas,
todavia requieren de una profundizacion del estudio, sumando ensayos in vivo que
permitan validar los resultados observados en células, asi como distintos ensayos in
vitro que permitan dilucidar los mecanismos moleculares o celulares responsables de las
respuestas observadas.

Para concluir, entre todos los agentes y estrategias evaluados en este trabajo, la
propuesta mas completa y prometedora es la combinacion del CPS49 con el
flavopiridol. Esta propuesta respondié a los puntos deseables de una nueva terapia
antitumoral: selectividad, efectividad antitumoral y disminucién de los efectos
secundarios. A pesar de habernos acercado a los mecanismos que pudieran dar
explicacion a la respuesta tumoral a estos agentes, todavia es necesario un estudio mas

especifico y profundo de los genes y mecanismos celulares involucrados.
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