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RESUMEN

RESUMEN

El cancer de prostata (CaP) es el tumor con mayor incidencia en varones no
fumadores a nivel mundial. La sefializacién androgénica, a través del receptor de
andrégenos (AR), juega un papel fundamental en su desarrollo, ya que regula la
proliferacion y el crecimiento del tejido prostatico, tanto sano como canceroso.
Por ello, la mayoria de las terapias empleadas en la actualidad van dirigidas a
inhibir esta ruta. En este sentido, el tratamiento de eleccion para el CaP es la
deprivacion androgénica (ADT). Esta terapia es inicialmente muy efectiva, el
problema radica en que la mayoria de pacientes desarrollan resistencia a este
tratamiento (CRPC). Estos pacientes seran posteriormente tratados con
antiandrégenos como el acetato de abiraterona (AA), la enzalutamida (Enz), la
apalutamida (Apa) y agentes quimioterapicos como el docetaxel (Dctx). Sin
embargo, estos tratamientos también fracasan ya que la mayoria de pacientes
han desarrollado mecanismos comunes de resistencia y consecuentemente
continua la progresién tumoral. Ademads, el uso de estos firmacos de manera
secuencial genera resistencias cruzadas, que tienen como consecuencia una

disminucién de su efectividad.

Se han descrito diferentes mecanismos de resistencia a ADT, y entre ellas la
expresion de variantes de dicho receptor (AR-Vs) tiene una especial
importancia. Una de las isoformas mas frecuentemente encontradas en los
tumores de prodstata es la AR-V7 que recientemente se ha demostrado que
coexpresa con la variante AR-V9. Asi mismo, la heterogeneidad tumoral
también tiene un papel fundamental en la adquisiciéon de resistencia a los
diferentes tratamientos. Cada vez son mads las evidencias que sugieren que la
inhibicién prolongada de la ruta del AR puede alterar el curso de la enfermedad,
dando lugar a la desdiferenciacion histologica y alteraciones en el linaje celular
en forma de células madre tumorales (CSC), transicion epitelio-mesénquima

(EMT) o diferenciacién neuroendocrina (NE).

Conocer los mecanismos moleculares implicados en la resistencia a las terapias
de deprivacion androgénica permitiria predecir la efectividad de estas nuevas

terapias y establecer una nueva linea de actuacion terapéutica beneficiosa para
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RESUMEN

los pacientes de CaP. Por todo ello, nuestro objetivo principal es generar y
caracterizar nuevos modelos celulares de CaP resistentes a las terapias de
deprivacién androgénica mas habituales donde estudiar el papel del AR vy sus
variantes AR-V7y AR-V9 en la adquisicién de dicha resistencia. Finalmente,
también proponemos evaluar la respuesta a los tratamientos usados como
segunda o tercera linea en la practica clinica en los diferentes modelos celulares

generados.

En primer lugar, generamos modelos celulares de resistencia a ADT y a los
tratamientos de segunda linea Enz y AA. Para ello se utilizaron dos lineas
celulares de CaP con diferente sensibilidad a andrégenos (LNCaP y 22RV1) que
fueron cultivadas durante 6 meses en un medio reducido en hormonas y, en el
caso de los modelos concomitantes, con concentraciones crecientes de Enz y/o
AA. Las lineas celulares generadas fueron capaces de proliferar con normalidad
en presencia de los diferentes tratamientos. Ademas, al estudiar el papel del AR
en ellas se observo que la adquisicion de resistencia estaba ligada a un aumento
en la actividad transcripcional del AR. Destacablemente, cuando se midi6 la
sensibilidad a los antiandrégenos Enz y AA en las lineas resistentes a ADT se
observo que presentaban mayor tolerancia que las lineas celulares silvestres
originales. Del mismo modo, los modelos de resistencia a Enz o AA mostraron

resistencia cruzada al antiandrégeno alternativo.

Como la adquisicion de resistencia estd ligada a una mayor malignidad tumoral,
quisimos evaluar la capacidad tumorigénica de los diferentes modelos de
resistencia. En concordancia con lo observado en la clinica, los modelos de
resistencia generados presentaron una mayor capacidad de migracion vy, en el
caso de las lineas resistentes a ADT, también mayor capacidad invasiva. Asi
mismo, se evaluaron los cambios genéticos ligados a la adquisiciéon de
resistencia. En este sentido, los modelos celulares de resistencia presentaron una
gran plasticidad celular evidenciada por diferentes patrones de expresion de

marcadores asociados a CSC, EMT y fenotipo NE.

A continuacion, para estudiar con mayor profundidad el papel del receptor de
androgenos y sus variantes de splicing en la adquisiciéon de resistencia en los

modelos a ADT, se generaron lineas celulares estables conteniendo short hairpin

9



RESUMEN

RNAs (shRNAs) inducibles por Doxiciclina para el silenciamiento tanto del AR
como de sus isoformas AR-V7 y AR-V9. Con el fin de confirmar la eficacia del
silenciamiento en las diferentes lineas celulares generadas se midi6 la expresion
génica y proteica del AR, AR-V7 y AR-V9, selecciondndose para los analisis
posteriores aquellas que demostraron un silenciamiento inducible por
Doxiciclina. Como laresistencia a ADT estd ligada a un aumento transcripcional
del AR, se evalu6é como afectaba su silenciamiento a la proliferacion celular.
Observamos que el silenciamiento del AR-FL y AR-V7 provocaba una
disminucidén en la tasa de proliferacion de las lineas silvestres. Por el contrario,
en las lineas resistentes a ADT el silenciamiento no indujo ningin cambio

significativo a nivel de proliferacion.

Por dltimo, quisimos estudiar la respuesta a los tratamientos de segunda linea
de uso en la clinica Apa y Dctx en los modelos celulares de resistencia generados
(R-ADT, R-ADT/E, R-ADT/AA y R-ADT/Enz+AA). En el caso de Apa, se
observo que la mayoria de modelos de resistencia presentaban una mayor
tolerancia a nivel de proliferacion y ciclo celular respecto a las lineas celulares
silvestres. Ademas, en las lineas que presentaban resistencia cruzada a Apa, la
exposicion al firmaco inducia una represion en la expresion de las variantes AR-
V7y AR-V9,lo que sugiere que la resistencia cruzada podria ser independiente

de éstas.

Por otro lado, cuando se estudié el efecto de Dctx en los modelos de resistencia,
se observd que las lineas resistentes a ADT (R-ADT) presentaban resistencia
cruzada a Dctx a nivel de proliferacion y ciclo celular. Asi mismo, la exposicion
a Dctx en las lineas resistentes a ADT inducia una sobreexpresion del AR total,
pero no del AR-FL o las isoformas AR-V7y AR-V9. Ademas, el tratamiento con
Dctx se relacioné con la adquisicion de un perfil de expresién de CSC en todas

las lineas celulares estudiadas, independientemente de su sensibilidad.

Como conclusién, los nuevos modelos celulares de CRPC generados muestran
que el tratamiento con Enz o AA podria ser mas efectivo usaindose como primera
linea terapéutica en CaP, antes del desarrollo de resistencia a ADT. Ademas,
recapitulan la resistencia cruzada entre los diferentes tratamientos observada en

los pacientes de CRPC metastasico, asi como la plasticidad celular reflejada por

10



RESUMEN

la presencia de perfiles de expresion mas agresivos como CSC, EMT o NE. Todos
estos resultados ponen de manifiesto la enorme utilidad de estos modelos como
herramienta para el estudio de los procesos moleculares que se esconden detras

de la adquisicion de resistencia.
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1. PROSTATA

La prostata es una glandula exocrina del tamano de una nuez localizada en el sistema
reproductor masculino (Figura 1). Su funcién principal es la sintesis y secrecion del
fluido prostatico, que constituye aproximadamente un 30% del liquido seminal. Este
fluido, junto con el liquido procedente de la vesicula seminal, se expulsa durante la
eyaculacion gracias a la contraccion de la musculatura prostatica'. Ademds, el fluido
prostatico desarrolla una funcién clave en la activacion de los espermatozoides vy,
por tanto, en la fertilidad del individuo® Otras funciones de la glandula son la
regulacion y coordinacion del flujo urinario y eyaculatorio y la proteccién ante
infecciones del tracto urinario?. Asi mismo, la prostata juega un papel importante
en el metabolismo androgénico, ya que convierte la testosterona, hormona
androgénica por excelencia, en dihidrotestosterona (DHT), uno de sus metabolitos

mas activos'.

Figura 1. Anatomia del aparato urogenital masculino humano? La prostata esta situada justo
anterior al recto, debajo de la vejiga, donde envuelve la primera porcién de la uretra masculina,

y por encima de los musculos del suelo pélvico.

Dentro de la prostata existen distintas regiones histolégicamente diferenciadas y
anatomicamente separadas. Una zona anterior fibromuscular constituida por
células de musculo liso y fibroblastos que rodea el 6rgano; y tres zonas glandulares:
una zona central que constituye la base de las prostata y rodea a los conductos

eyaculadores, una zona de transicion que rodea la uretra y una zona periférica que
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rodea las otras dos regiones®. En cuanto a los tipos celulares presentes en estas zonas

se distinguen tres: epitelio basal, luminal y neuroendocrino'.

Existen tres condiciones ampliamente estudiadas que afectan a la proéstata;
hiperplasia prostatica benigna (benign prostatic hyperplasia/BPH), cancer de
prostata y prostatitis. Con la edad, la zona de transicién presenta una tendencia a
engrandecimiento, que da lugar a lo que se conoce como BPH?. Por otro lado, la
zona central es relativamente resistente a la aparicion de carcinomas, mientras que

los tumores malignos suelen desarrollarse en la zona periférica®.
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2. SENALIZACION ANDROGENICA

Los andrégenos son hormonas esteroideas que actian uniéndose al receptor de
androgenos (androgen receptor/AR)*. La sefializacién androgénica es fundamental
para el desarrollo del aparato urogenital masculino, incluyendo el desarrollo y la
diferenciacion de la prostata, asi como la proliferacién y la supervivencia de las
células que constituyen la glandula*’. Debido a esta estrecha relacion, tanto los
androgenos como el AR intervienen en el inicio y desarrollo del cancer de préstata
(CaP)e.

En este sentido, desde que Huggins y Hodges” describieran por primera vez en 1941
el rol fundamental de la sefalizacién androgénica en el desarrollo del CaP se han
realizado numerosos estudios que demuestran que la mayoria de los tipos celulares
que forman los tumores de prostata son dependientes de la sefalizacion
androgénica’. Ademas, el estudio de las bases moleculares de dicha sefializacién ha
permitido una mejor comprensiéon de como el AR dirige el comportamiento y

progresion de las células cancerosas®.

2.1. Biosintesis androgénica fisioldgica

Las etapas iniciales en la sintesis esteroidogénica tienen lugar en dos tejidos: la zona
reticular del cortex adrenal y los testiculos, donde las células de Leydig se encargan

de la sintesis de la mayoria de la testosterona (90% del total)°.

Las células de Leydig testiculares, dependientes de la Hormona Luteinizante, se
desarrollan en los testiculos neonatales a partir de las células madre de Leydig y son
las encargadas de sintetizar niveles elevados de testosterona en varones durante la

pubertad y en la edad adulta, reduciendo dichos niveles durante la vejez*’.

La esteroidogénesis comienza a partir de una molécula de colesterol de 27 carbonos
que sera modificada enzimaticamente hasta producir testosterona (Figura 2).
Durante la sintesis, la glandula adrenal secreta  principalmente
dehidroepiandrosterona (dehydroepiandrosterone/DHEA) sulfatada por la
sulfotransferasa SULT2A1. Mientras que las células de Leydig expresan la 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa 2 (3p-Hydroxysteroid dehydrogenase 2/3[-
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HSD2), la cual permite que continten la ruta hasta producir testosterona en ultima

reaccion. La testosterona es convertida en DHT en los tejidos diana®.

Una vez sintetizada, la testosterona se libera al torrente circulatorio donde, debido
a su caracter lipofilico, la mayor parte se une a la Globulina transportadora de
hormonas sexuales (sex hormone binding globulin/SHBG) y a Albimina (ALB).
Existe un equilibrio entre la testosterona unida a estas proteinas y la testosterona
libre en suero, que podra ser internalizada en los tejidos mediante difusion pasiva’.
Esta captacion se encuentra altamente regulada, ya que se ha demostrado que la
administracién exégena de testosterona y DHT no induce un aumento en los niveles

intraprostaticos de los andrégenos'.

Figura 2. Ruta de biosintesis de andrégenos en el tejido normal y en cancer de prostata’.
Las enzimas clave que participan en este proceso estan indicadas junto a las flechas de cada

reaccion.

En las células prostaticas, la testosterona puede unirse al AR o ser convertida, de
manera irreversible en DHT mediante 5a-reductasa (SRD5A1 y SRD5A2). La DHT
es necesaria para el correcto crecimiento de la préstata. Aunque la afinidad por el
AR de la testosterona y de la DHT son muy similares, en las células prostaticas es
mas comun la presencia a nivel nuclear de DHT, la cual posee una capacidad

transcripcional del AR mucho mayor>*.
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El proceso de biosintesis androgénica se encuentra regulado por el eje hipotalamo-
hipofisiario-gonadal, encargado de estimular la actividad de las células de Leydig
testiculares. La hormona liberadora de gonadotropina (gonadotropin-releasing
hormone/ GnRH) es secretada por el hipotilamo y activa la sintesis de
gonadotropina (Gn) en la pituitaria anterior. La Gn actua sobre las células de Leydig
de los testiculos activando la produccién de testosterona. La pituitaria también
secreta la hormona adenocorticotropa (adrenocorticotropic hormone/ ACTH) que
estimula la sintesis androgénica en la glandula adrenal. En esta regulacion la
testosterona ejerce un papel central ya que su unién al AR activa un proceso de

retroalimentacién negativa'' (Figura 3).
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Figura 3. Eje hipotdlamo hipofisario gonadal'..

2.2. Receptor de androgenos (AR)

El AR forma parte de la familia de receptores de hormonas esteroideas, que a su vez
pertenece al grupo de receptores nucleares dependientes de ligando. El AR regula la
expresiéon de cientos de genes bajo el control de la sefializacion androgénica. Su
funcién principal en la préstata es regular el correcto desarrollo y proliferacion de

las células prostaticas. Debido a esta funcién esencial en la regulacion de la
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proliferacion celular, también juega un rol determinante en el desarrollo del CaP>"

y en el desarrollo de resistencia a los tratamientos farmacoldgicos frente a este'.

2.2.1. Estructura

El gen que codifica para el AR se encuentra localizado en el cromosoma Xql1-12y
tiene un tamafno de mas de 90 kb. Esta constituido por ocho exones, los cuales
codifican para una isoforma proteica principal con cuatro dominios funcionales
bien diferenciados denominada AR-Full Length (AR-FL) (Figura 4)':

- Dominio N-terminal (NTD): constituye el 60% de la proteina. Contiene la
region AF-1, que interviene en la activacion transcripcional. Esta codificado
por el exén 1.

- Dominio de unién al ADN (DNA-binding domain/DBD): interacciona con
los motivos de reconocimiento de AR (androgen response elements/ AREs),
gracias a un primer dedo de zinc, e interviene en la dimerizacién con otro
AR necesaria para su activacion gracias a su segundo dedo de zinc. Esta
codificado por los exones 2 y 3.

- Dominio bisagra: contiene la region NLS (Nuclear Localization Sequence),
que interacciona con el citoesqueleto para la translocacién al nucleo. Se
encuentra codificada por la regiéon 5 del exon 4.

- Dominio de unién a ligando (Ligand Binding Domain/LBD): interacciona
con testosterona y DHT. También interviene en la activacion
transcripcional a través de la regién AF-2. Esta codificado por los exones 4-
8.

Tras la unién del AR a su ligando se favorece la interaccion entre los dominios

NTD y LBD, interaccion necesaria para determinar la localizaciéon nuclear del
AR.
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Figura 4. Estructura del gen, del transcrito y la proteina del AR-Full length’. El transcrito
del AR-FL incluye 8 exones, que se corresponden con los cuatro dominios que componen la
proteina del AR representados en la figura.

2.2.1.1 Variantes de splicing de AR

Cabe destacar, que la expresion del AR estd caracterizada por el proceso de splicing
o ayuste alternativo debido a la presencia de exones cripticos (CE) en su secuencia.
Este proceso permite la generacion de diferentes proteinas a partir de un inico gen
ya que, durante la maduracién del transcrito, ademds de eliminarse los intrones se
seleccionan aquellos exones que formaran el mRNA maduro. Cada una de estas
proteinas se denominan isoformas del AR (AR-Vs)'. Hasta la fecha se han descrito
alrededor de 20 variantes diferentes denominadas AR-Vs tanto en modelos celulares
de CaP, xenografos y en tumores de pacientes” (Figura 5) aunque las mas

destacables son AR-V7 y AR-V9 en las que nos centraremos en este trabajo.
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Figura 5. Variantes de splicing del AR identificadas en cancer de préstata'. (A) Esquema
del locus del AR con las localizaciones de splicing alternativo, los exdnes cripticos aparecen
representados en rojo. (B) Variantes de splicing del AR. El splicing alternativo utilizando exones
cripticoslocalizados en los intrones 2 y 3 dan lugar a isoformas con el extremo COOH- truncado.
Acttan como factores de transcripcién independientes de ligando y se encuentran

constitutivamente activados.

En ausencia de sus ligandos el AR se localiza en el citoplasma y, en condiciones
normales, solo se activara en presencia de sus principales agonistas fisiologicos
(testosterona y DHT). Sin embargo, algunas de las isoformas se encuentran

constitutivamente activas al carecer del LDB.
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2.2.3. Funcidn y actividad

Tras la sintesis proteica del AR, éste se encuentra en el citoplasma de la célula
protatica anclado al citoesqueleto y a las proteinas de choque térmico (HSP), que lo
protegen de ser degradado'®. En un principio el AR se encuentra unido al complejo
formado por HSP-70 y HSP-40. Seguidamente se ensamblard a HSP-90 y a diversas
chaperonas, lo que conlleva a su disociacién del complejo inicial (HSP-70/HSP-40).
La unién a HSP-90 favorece que el AR presente una conformacion de alta afinidad
por la testosterona y la DHT. Mientras que HSP-27 impedira la agregacion y la
degradacién del AR en el citoplasma, promoviendo su translocacion al nicleo y la
unién al ADNY.

Una vez los andrégenos (testosterona y DHT) alcancen la prostata se uniran a la
regiéon LBD del AR. Tras la unién del ligando, el AR se disocia del complejo HSP vy,
tras diferentes eventos moleculares como cambios conformacionales que conllevan
la dimerizacion del receptor, se produce su translocacidn al nucleo . Ademas, se ha
demostrado que la dimerizacién del AR favorece la remodelacion de la cromatina lo
que facilita la modulacién de la expresion génica por parte del receptor'® (Figura 6).
Cualquier alteracidn en esta region puede llevar a un mal funcionamiento del AR,
tanto por defecto como por exceso de activacidn. Este ultimo fendmeno se postula

como uno de los mecanismos de carcinogénesis en CaP".

La translocacién nuclear estd mediada por la region NLS que le permite
interaccionar con proteinas del citoesqueleto, y facilita el paso a través de la
envoltura nuclear gracias a la contribucién de la importina-o’. Una vez en el nicleo
el AR se une a los AREs localizados en promotores y enhancers de sus genes diana.
Su uni6én promueve el reclutamiento de factores de transcripcidn, coactivadores y la
ARN polimerasa II que iniciardn la transcripcién de dichos genes, los cuales juegan

un papel clave en el desarrollo de la préstata®.
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Figura 6. Modulacién de la actividad del AR®.

Ademas de esta via de activacion, conocida como via canénica, existe una via de
activacion no candnica en la cual el AR interacciona con receptores asociados a otras
vias de transduccion de sefial, como por ejemplo la via de los receptores con

actividad tirosina-quinasa, que también promueve su activacién?'.
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3. CANCER DE PROSTATA

3.1 Epidemiologia e historia natural

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) el término “cancer”
engloba un conjunto de enfermedades que se pueden originar en casi cualquier
o6rgano o tejido del cuerpo y se caracteriza por la presencia de células anormales que
crecen de forma descontrolada y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo y

extenderse a otros érganos, lo que se denomina metdstasis.

El cancer de prostata es la neoplasia mas frecuente en varones no fumadores a nivel
mundial®. Este cancer, se diagnostica raramente antes de los cincuenta afios, pero a
partir de esta edad su incidencia aumenta mas rdpido que en cualquier otra
neoplasia. E1 90% de los casos aparecen en varones mayores de 65 afios. Ademas, a
nivel mundial en 2020 se estima que se diagnosticaron unos 1.4 millones de nuevos
casos de CaP. La prevalencia a 5 afios esta en torno a los 4,9 millones de varones?.
En Europa se han diagnosticado algo mas de 473.344 nuevos casos en 2020, con una

prevalencia a 5 aflos proxima a 1,9 millones de varones adultos®.

Figura 7. Nuevos casos de cancer y niimero de muertes por cincer en varones en Espafia
en 20202 Se incluyen 36 tipos de tumores y todos los rangos de edad. Datos del “Global Cancer
Observatory”.

Se estima que en el afio 20 se diagnosticaron alrededor de 35.000 nuevos casos de

cancer de préstata en Espaiia, teniendo una prevalencia a 5 afios de mas de 100.000
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casos, la mayor de todos los tipos de tumores en varones, lo que supone el 34% de
todos los casos de cancer en la poblacién masculina adulta. Ademas, ocupa el tercer
lugar como causa de muerte por cancer en varones, por detras s6lo del cancer de
pulmon y colon. En 2020 esta patologia causé 5.798 defunciones, correspondiente
al 7,3% de todas las muertes provocadas por cancer en varones adultos, aun asi la
mortalidad de esta enfermedad en nuestro pais ha descendido en los ultimos afios*.
La supervivencia relativa a los 5 aflos en nuestro pais es del 54%, debido
fundamentalmente a la falta de herramientas de prondstico y herramientas

terapéuticas de la enfermedad®*.

Segtn el Registro Nacional de Cancer de Préstata (RNCP), el 71% de los pacientes
diagnosticados de CaP tiene mas de 65 afos en el momento del diagndstico;
mientras que hasta un 14,6% tiene menos de 60 afios. Ademas, un 90% de los
pacientes se diagnostica con la enfermedad clinicamente localizada, siendo el 37%
neoplasias de grado de bajo riesgo, el 23% de riesgo intermedio y el 28% de alto
riesgo, mientras solamente un 5% de pacientes son diagnosticados con enfermedad

ya diseminada®.

3.2. Pruebas diagnoésticas y prondsticas para el cancer de prostata

Entre los principales factores de riesgo de CaP encontramos la edad, dieta, factores
hereditarios o niveles de antigeno prostatico especifico o PSA/KLK3 (Prostate-
Specific Antigen). La aplicaciéon en los dltimos afios de cribados basados en los
niveles del PSA ha llevado a un aumento en la deteccién precoz del CaP*. Ante
niveles elevados en sangre de PSA y un examen digital rectal (Digital Rectal
Examination, DRE) con hallazgos se recomienda resonancia magnética de imagen
multiparamétrica (multi-parametric magnetic resonance imaging/mpMRI)*+?. Sin
embargo, el diagnoéstico definitivo siempre depende de la verificacion
histopatologica a partir de una biopsia tumoral, utilizando un mecanismo de
ultrasonido transrectal por el que se obtienen entre 10 y 12 muestras de tejido
prostatico. Tras el examen de la estructura microscopica del tejido y la apariencia de
las células que lo constituyen se establece el grado primario y secundario de Gleason,
ambos en una escala del 1 al 5%’. Este parametro junto con los niveles de PSA y el
estadio clinico permite realizar una estratificacion de los pacientes como de bajo,

medio o alto riesgo?’. Ademas, debido a la heterogeneidad existente se han
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establecido pardmetros que permiten discriminar entre los diferentes casos
pertenecientes a cada grupo de riesgo?’~%°. En la figura 8 podemos ver representada

la secuencia llevada a cabo para el diagndstico del CaP.

El seguimiento de los pacientes también se lleva a cabo, principalmente, midiendo
los niveles de PSA en suero. Su expresion disminuira ante la adecuada respuesta al

tratamiento y, por el contrario, aumentard si el tumor progresa.

Sin embargo, cabe destacar que la especificidad de estas técnicas es muy baja: un
aumento del tamafo de la glandula o la deteccién de niveles elevados de PSA no
siempre son indicadores de malignidad. La consecuencia de todo ello es la
realizacion innecesaria de un gran ntimero de biopsias a pacientes que finalmente

resultaran ser falsos positivos®.

Figura 8. Pruebas diagndsticas en el cincer de prostata.
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Por ello, se estd comenzando a implementar el uso de biomarcadores moleculares
de CaP como herramienta suplementaria en el diagndstico y seguimiento de los
pacientes®. Entre ellos encontramos test biomarcadores para el diagnéstico inicial
como el Prostate Health Index (PHI), Progensa Prostate cdncer gene (PCA3), las
proteinas HOXC6 y DLXI1, expresidon génica de exosomas o cambios epigenéticos
en GSTPI, APC y RASSF, asi como test prondsticos para pacientes confirmados
como los niveles de fosfatasa acida prostatica (PAP/ACP3), Oncotypex DX que
predice la agresividad del tumor basdndose en un panel de 17 genes, o Prolaris que
combina la expresion de RNA de 46 genes para la estratificacién del riesgo de
metdstasis?>?°, Ademds, en pacientes con cancer de prostata metastasico resistente
ala castracion (mCRPC) se analiza la expresién del AR-V7 para determinar terapias

futuras?®.

3.3. Tratamiento y evolucién

En los casos que se detectan de forma temprana, la cirugia (prostatectomia) y la
radioterapia son procedimientos terapéuticos eficaces para acabar con el tumor®,
Sin embargo, los datos ponen de manifiesto que se necesitan nuevas herramientas
para tratar el CaP en casos mas avanzados o en las recaidas. De esta forma, sabiendo
que la prostata es un tejido dependiente de androgenos y que por tanto el desarrollo
del CaP esta muy relacionado con la sefializacion via AR, actualmente el principal
tratamiento para el cancer de préstata se basa en terapias hormonales, que sirven

tanto en diagndstico temprano como en caso mds avanzados.

En este sentido el tratamiento de eleccion para el cancer de prdstata es la terapia de
deprivacién androgénica (Androgen Deprivation Therapy/ ADT), no sélo para los
casos en los que el tumor esta localizado sino también en el 80% de los casos
avanzados. Esta terapia consiste en disminuir los niveles de testosterona, de forma
que la proliferacidon prostatica se paralice. Entre ellas se encuentran la castracion
quirurgica y la castraciéon quimica con analogos y antagonistas de la hormona
liberadora ~de  hormona leutinizante  (luteinizing  hormone-releasing
hormone/LHRH), que es la mas empleada3'2, En el caso de usar agonistas, primero
se obtiene un incremento rapido de testosterona para que después haya una caida
subita, mientras que con el uso de antagonistas se consigue una bajada de

testosterona desde el inicio?®. En la actualidad, existe un ensayo clinico que describe
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una ADT mediante administracion diaria del antagonista oral de LHRH, Relugolix.
Con este se observa un mayor efecto sin aumento inicial de testosterona, una
recuperacion de testosterona mas rapida y una menos toxicidad cardiovascular con

efectos cardiovasculares adversos tras 48 semanas>'.

Esta terapia es inicialmente efectiva, el problema es que mas del 50% de estos casos
avanzados desarrollan resistencia a la deprivacion hormonal después de varios afnos
de tratamiento. Cuando esto ocurre se denomina cancer de préstata resistente a
castracion (CRPC) y presenta una mayor malignidad que en el estadio inicial

(Figura 9)*832,

Figura 9. Representacion grafica de la evolucién del cincer de préstata, indicando los
tratamientos més comunes aplicados en cada uno de los estadios.

Ademas, cabe destacar que una de las caracteristicas de este tumor es su gran
heterogeneidad, que supone un desafio en la mejora de los tratamientos. Alrededor
de un 12% de pacientes de CaP avanzado presenta alteraciones en genes de
reparacion del ADN como BRCA2, ATM o CHEK222. Por otro lado, se ha visto que
defectos en recombinaciones homologas (PALB2, RADI) sensibilizan ante
inhibidores de la poli(ADP)-ribosa polimerasa, mejorando la supervivencia de estos
pacientes. Ademas, las alteraciones en los mecanismos de reparaciéon de
apareamientos incorrectos (mismatch repair) y las aberraciones en CDKI12

sensibilizan a la inmunoterapia®!.

Por ello, mientras continuia la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas eficaces

contra el CaP, se sigue avanzando en los tratamientos endocrinos.
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3.3.1. Manejo clinico del CRPC

El CRPC se caracteriza principalmente por la pérdida de la sensibilidad a ADT, asi
como niveles de testosterona en suero inferiores a 1,7 nM (<50 ng/dL) (siendo los
niveles habituales de 8,64-29 nM) junto a una progresion bioquimica o radioldgica,
a pesar de la retirada de los antiandrégenos durante al menos 4-6 semanas34. Dentro
del CRPC encontramos dos tipos segun su estadio; metastasico (mCRPC) o no
metastasico (nmCRPC), que normalmente evoluciona a mCRPC en un tiempo

medio de 19 meses>®.

La evolucién de los pacientes hacia CRPC hace necesaria el uso de nuevos
tratamientos que inhiban la proliferacién del tumor en otros puntos. En 2004 fue
aprobado el uso de quimioterapia en mCRPC3®. Hasta entonces, los pacientes para
los cuales la ADT ya no era efectiva, eran tratados con terapias hormonales de
segunda generacién que siguen teniendo como diana diversos elementos de la
sefalizacion androgénica, dada su relevancia incluso una vez desarrollado el CRPC.
Las terapias hormonales de segunda generacion se dividen en antiandrogénicos
(como acetato de abiraterona) e inhibidores de la funcién androgénica (como

enzalutamida o apalutamida), en los que nos centraremos en este trabajo.

El acetato de abiraterona (AA), el profarmaco de la abiraterona fue aprobado como
primera linea de actuacion en CPRC en 2012 bajo el nombre comercial de Zytiga®
(Janssen). Es un antiandrogénico que inhibe la sintesis de testosterona por la
inhibicién de la 17 a-hidroxilasa (CYP17), una enzima con un papel crucial en la
sintesis de testosterona y estrogenos”. La administracion oral de este farmaco
resulta en la presencia de unos niveles indetectables de andrégenos en suero, pero
también y, muy importante, a nivel intratumoral®’. Los principales efectos adversos
del tratamiento con Abi estan relacionados con el incremento de
mineralocorticoides, consecuencia de la activaciéon del eje hipotalamo-hipofisario-
gonadal como respuesta a la baja presencia de androgenos, por lo que la soluciéon es

la coadministracion de prednisona®® (Figura 10A).

La enzalutamida (Enz), también conocida como MDV3100 y cuyo nombre
comercial es Xtandi® (Astellas/Medivation), es un antiandrogénico no esteroideo de
administracion diaria y oral aprobado por la FDA desde 2012. De la misma manera

que la mayoria de los antagonistas del AR, la Enz también actia uniéndose al
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dominio LBD. Sin embargo, la principal diferencia con los antagonistas de primera
generacion es que la Enz inhibe parte del cambio conformacional necesario para la
activacion del AR. Asi pues, mientras que el AR unido a los antagonistas de primera
generacion puede ser translocado al nucleo y unirse a la cromatina, pudiéndose dar
un cambio y convertirse el firmaco en un agonista provocando el efecto contrario
al deseado, la Enz inhibe la translocacién nuclear y la subsecuente funcién génica
del AR. Ademas, también previene la unién del AR al ADN y su interaccién con co-
activadores®® y promueve apoptosis **. Mas recientemente, en 2019, fue aprobado el
uso de Apalutamida (Apa) (Erleada, Janssen) como tratamiento para pacientes con
CRPCApa es un inhibidor competitivo del AR, acttia al mismo nivel que Enz,
uniéndose al dominio de unién al ligando del AR y previniendo su translocacion e
union al ADN* (Figura 10B).

El docetaxel (Dctx) es un derivado de los taxanos que actua uniéndose a los
microtubulos y previene la traslocaciéon nuclear del AR e induce apoptosis mediante
la fosforilacion de B-Cell lymphoma (Bcl-2) inhibidor de microtibulos®. En 2004
fue aprobado para su uso como primera linea de actuacion en mCRPC tras

demostrar su eficacia clinica® (Figura 10C).

Figura 10. Mecanismo de accién de los antiandrégenos abiraterona (A), enzalutamida y
apalutamida (B)" y del taxano docetaxel (C)*.
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Los radioisdtopos, como el radio-223, suponen otra opcién terapéutica como
monoterapia o combinacién con quimioterapia en CRPC. Este se une al
microambiente de metastasis esclerdticas aumentando la supervivencia en caso

avanzados®.

En el campo de la inmunoterapia, Sipuleicel-T es una inmunoterapia celular
autdloga para el tratamiento de mCRPC asintomético que ha demostrado beneficio
a nivel de supervivencia. Se compone de células presentadoras de antigenos
autdlogas cultivadas con la proteina de fusiéon PA2024, que consiste en una fosfatasa

acida prostatica unida a un factor estimulador de colonias granulocito-macréfago®.

En la actualidad tras la adquisiciéon de resistencia a ADT, se produce la
administracion secuencial de los diferentes tratamientos disponibles. Segun la
SEOM™%, la estrategia mas recomendada para pacientes con nmCRPC es el uso de
ADT junto con antiandrégenos. En el caso de los pacientes de mCRPC entre los
criterios para la seleccion del orden secuencial de las diferentes opciones
terapetticas se recomienda el uso de Dctx como primera linea en pacientes
sintomaticos, mientras que en pacientes asintomaticos se recomienda el uso de AA
0 Enz como primera linea de actuacién. Ademas, el uso de tratamientos hormonales
en pacientes que ya han recibido alguna terapia contra el AR ha demostrado no tener
beneficio en la supervivencia, por lo que en esos casos se recomienda el uso de Dctx
como tratamiento de segunda linea. Tras su uso, como tercera linea de actuacion, se
recomienda Cabatixel, un taxano semisintético cuyo mecanismo de accion es similar
al de Dctx. Por ltimo, en aquellos pacientes con metastasis 0seas y contraindicacion
para el uso de Dctx, se ha demostrado el beneficio del uso de radio-223*4* (Figura
11).

En la actualidad en alrededor del 15-20% de los pacientes no responden al
tratamiento de primera linea y del 85 % que si responden inicialmente, generan
resistencia y progresion tumoral tras 9-15 meses ****. Ademas, ante el uso de estos
tarmacos como segunda linea de actuacién alternando su administracion, se ha
comprobado que sélo responde un 15% de los pacientes, indicando que se
desarrollan resistencias cruzadas a ambos tipos de tratamiento. El periodo promedio
de establecimiento de resistencia a esta segunda linea de actuacion se sitia entre los

3-6 meses.
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Figura 11. Resumen de las recomendaciones recogidas en diferentes guias clinicas para el
tratamiento de CPRC.

Debido a esto en estos momentos se estan estudiando los beneficios del uso de
terapias combinadas, en lugar de su uso secuencial. En este sentido, se ha probado
la administracion del doble tratamiento Enz/AA con el objetivo de analizar si esta
combinacién mejora la supervivencia®. Ademas, diversos ensayos clinicos en
varones con cancer de préstata metastasico hormonalmente sensible (mHSPC) han
probado los beneficios, incluyendo un aumento en la supervivencia global, del uso
de ADT en combinacién con otros tratamientos como Dctx**°, AA%* o0 Enz". En
este sentido, en 2018 AA fue aprobada para su uso en pacientes con mHSPC de alto
riesgo®®. Todo ello, demuestra el beneficio que supone el uso combinado de los
distintos firmacos en el tratamiento temprano de los pacientes de CaP, previo a su

evolucion a CRPC.

Sin embargo, a pesar de la mejora en las aproximaciones terapéuticas, atin no se
conoce el orden 6ptimo de administracion. Esto pone de manifiesto la necesidad de
determinar los mecanismos moleculares que producen la resistencia a los diferentes
tratamientos, asi como los diferentes perfiles tumorales que componen esta
enfermedad, para encontrar la combinacién terapéutica mas efectiva y selectiva para

cada paciente.
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4. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS
TRATAMIENTOS

La principal limitacion de las terapias hormonales en el CaP es que el tumor, a largo
plazo, se vuelve resistente a dichos tratamientos avanzando con mayor malignidad
y capacidad metastasica®. Se han postulado varios mecanismos moleculares
responsables de la adquisicion de resistencia tras la terapia hormonal, entre ellos
encontramos fundamentalmente mecanismos dependientes del AR, aunque

también se han identificado mecanismos de resistencia independientes de este.

4.1. Mecanismos dependientes del AR

Es bien sabido que el AR influye definitivamente en la progresién del cancer de
prostatay, por tanto, estd claro que debe estar implicado tanto en la resistencia tanto
a la ADT como a las terapias de primera y segunda linea. Numerosos estudios
respaldan este hecho, y gracias a estos se ha podido profundizar en los diferentes

mecanismos que conllevan la aparicién y desarrollo de CaP?132051,

Persistencia en la producciéon de andrégenos. En el caso de la resistencia a ADT,
la persistencia en la producciéon de androgenos se produce por un incremento en la
sintesis de androgenos tanto en las glandulas adrenales como del propio tumor
mediante el aumento de los niveles de enzimas implicadas en la sintesis como
AKRIC3 y SRD5A1, que son capaces de convertir los esteroides derivados de la
glandula adrenal en testosterona y DHT"**. Por tanto, la resistencia no solo
potenciaria la activacion del AR, sino que implicaria una seleccion de las células que

sintetizan mas andrdgenos™.

Sobreexpresion del AR. Se ha descrito un aumento en la expresién del AR durante
el desarrollo de CRPC, mientras que en los tumores primarios se observa
generalmente una pérdida del AR*. Este incremento de la expresion del AR puede
deberse a una amplificacion génica o a su sobreexpresion®. De hecho, un 80 % de
los pacientes muestra un elevado ntimero de copias del gen ARy aproximadamente
un 30% muestra altos niveles de amplificacién'>**. En definitiva, la sobreexpresién

hace que haya una hipersensibilidad a las pequenas cantidades de andrdgenos que
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pueda haber en el microambiente tumoral.

Mutaciones activadoras del AR. La mayoria de las mutaciones descritas se
encuentran en la regiéon LBD, de modo que pueden aumentar la capacidad de
activacion del AR, por lo que se necesitarian menores cantidades de andrdgenos
para activar esta via. Esto permite una sobreactivacién del AR, con el consecuente
incremento de la proliferacion celular. También se han identificado mutaciones en
el dominio de transactivacion NTD que posibilita que el AR pueda ser activado por
otros androgenos adrenales o por metabolitos derivados de la DHT?"*2. Ademas,
determinadas mutaciones hacen que algunos antiandrégenos que se podrian
emplear a priori como tratamiento se transformen en activadores transcripcionales
del AR, como es le caso de la flutamida?***. En la resistencia a Enz esta implicada
la mutacion F877L, que transforma la Enz de antagonista en agonista, aunque esta

mutacién es poco comun.

Ademas, en muchos pacientes de CaP se pueden identificar mutaciones que
conllevan una ganancia de funcién en el dominio LBD. Dentro de estas mutaciones
destacan L702H y T878A, asociadas con resistencia a AA®, aunque hay muchas mas

distribuidas a lo largo del gen (Figura 12)°*>.

Figura 12. Numero de mutaciones en el AR presentes en pacientes de CaP y distribucién

de las mismas®. En la figura se observa que el dominio mds afectado es el LBD.

Alteraciones estructurales en el gen del AR. Se han identificado diversas
alteraciones estructurales en el AR como deleciones, inversiones y translocaciones”.
Diversos estudios muestran que la estructura del AR se encuentra frecuentemente

alterada en CRPC y, ademas, existe una alta heterogeneidad entre pacientes®®.

Actividad transcripcional del AR. Se han identificado modificaciones

postraduccionales como la fosforilacion del AR que pueden aumentar la funcién de
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coactivadores como CBP, SRC, IL-6, TIF2 asi como represores de AR que son

también relevantes en la adquisicion de resistencia®.

En los ultimos afos se ha propuesto como mecanismo de resistencia la generacién
de variantes de splicing aberrantes del AR, denominadas AR-Vs *. En nuestro

trabajo nos centraremos en evaluar este mecanismo.

A modo de resumen en la Figura 13 se pueden encontrar la mayoria de los

mecanismos moleculares asociados a la reactivacion del AR en CRPC.

Figura 13. Mecanismos moleculares de reactivacion del receptor de andrégenos en CRPC>%
En la figura aparece una célula epitelial tumoral y los diferentes mecanismos; mutaciones
activadoras, amplificacién del AR, activacién candnica del AR, produccién tumoral de

andrégenos, alteraciones estructurales en el ARy presencia de isoformas del AR.

4.1.1. Variantes de splicing y resistencia a las terapias hormonales

La activacion del AR requiere de la unidén a su ligando por el dominio LBD. Este
splicing defectuoso se debe a la presencia de exones cripticos, fundamentalmente en
el intrén 3, situado entre los exones 3 y 4. El principal problema de las variantes de
splicing se encuentra en aquellas que han perdido la regiéon de union a andréogenos
(LBD), ya que estas tienen una actividad transcripcinal constitutiva, siendo capaces
de translocarse al nucleo e iniciar la transcripcion sin necesidad de unirse al

ligando®2.

Se ha identificado la presencia de AR-Vs en el tejido prostatico normal, tumores

primarios de prostata y metastasis de CaP sin tratamiento. Sin embargo, solo se ha
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visto un incremento en sus niveles en CRPC®%6, donde se asocia principalmente
con una amplificacion del AR5%%2, El enriquecimiento de las AR-Vs en CRPC podria
estar relacionado con un aumento de la actividad transcripcional del AR o
reordenamientos estructurales en el AR, asi como el subsecuente reclutamiento de
ciertos factores de splicing. Estas AR-Vs normalmente se coexpresan con el AR-FL,

pudiendo formar con este homodimeros y heterodimeros>2.

Cabe considerar que el transcriptoma de las AR-Vs también se encuentra
condicionado por el tipo celular y la expresion de coreguladores del AR especificos.
Por un lado, los cofactores que se unen al dominio NTD pueden afectar la actividad
de la mayoria de AR-Vs®3, mientras que por otro lado, los cofactores que en
presencia de andrégenos interactiian con el LBD en el AR-FL potencian la actividad

de las AR-Vs, probablemente mediante su interaccion con dominios alternativos®2.

Una de las isoformas mas frecuentemente encontradas en los tumores de prostata
es la AR-V7. Esta isoforma consiste en un dominio de activacion N-terminal
conservado (AF-1), una region bisagra parcial y una secuencia tinica de C-terminal
de 16 aminodcidos, en lugar de la clasica LBD (Figura 14). Ademas, a diferencia del
AR-FL, se encuentra continuamente localizado en el nucleo® y ha demostrado
encontrarse constitutivamente activo en diferentes sistemas celulares®?. El AR-V7
tiene una funcién transcripcional principalmente de represion, que se mantiene en
el tratamiento con ADT. Este papel represivo podria producirse mediante la union
alos corepresores NCRO1 y NCOR?2 y la consecuente inhibiciéon de H3K27ac. Otros
estudios sugieren la regulacion por parte del AR-V7 de genes asociados con la fase
M del ciclo celular, como UBE2Cy CCNAZ2%. Ademés, AR-FL y la isoforma AR-V7
poseen transcriptomas especificos, lo que sugiere un papel transcripcional diferente
en ambos, contrariamente a la hipdtesis de que el AR-V7 actta simplemente como

una isoforma constitutivamente activa del AR®>.

Ademis, las AR-Vs actiian formando heterodimeros con el AR-FL%%>. La hetero-
dimerizacion estd mediada tanto por interacciones entre el dominio NTD de las
variantes y el CTD del AR como por interacciones DBD-DBD>2. Esto hace que el
AR se pueda translocar al nicleo con mas facilidad debido a que AR-V7 no se ve
afectado ni por Enz ni por AA, y que por tanto siga activo®. Por otra parte, hay
algunos estudios que sugieren que el panel de genes que activan las AR-Vs es
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diferente al que activa el AR-FL. Sin embargo, otros estudios reflejan que el panel de
67,68

activacion génica es el mismo para el AR-FL y sus isoformas
AR-V7, por tanto, tendria gran relevancia clinica ya que promoveria la progresion a
CRPC mediante la represion de genes que regulan negativamente el crecimiento
tumoral, asociandose con mal pronéstico en CaP. Su expresion se ha correlacionado
con la proliferacion celular y progresiéon tumoral independiente de androgenos®.
En este sentido, puesto que la localizacion primaria de las metastasis en CaP son los
huesos, se ha observado un aumento de la expresion de AR-V7 en dichas metastasis

relacionandose con un prondstico negativo® .

Figura 14. Estructura del gen, del transcrito y la proteina de la AR-V7 y AR-V9
representadas mediante el programa Snapgene.

Asi, los niveles de AR-V7 se han visto incrementados en los pacientes de mCRPC y
Robinson y col. identificaron la presencia de AR-V7 en mas del 80% de las muestras
de pacientes de CRPC®. Ademas, en diversos estudios se ha visto que su aumento
tras la castracion confiere resistencia primaria y adquirida a AA y Enzf%7%72, La
deteccién de AR-V7 puede, por tanto, utilizarse como marcador prondstico
asociado a la resistencia a Enz y AA, tal y como se ha demostrado tanto en célula
tumoral circulante (CTC)?73 como en sangre periférica’. Por el contrario, estudios
similares que han analizado la expresién de esta variante de splicing en sangre
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periférica completa o a partir de estas CTC, no han mostrado una buena correlaciéon
entre AR-V7y diagnostico/prondstico del cancer de prostata, principalmente por la
limitacion de muestras y la necesidad de aplicar técnicas moleculares de

amplificacion que introducen falsos positivos’.

Por otro lado, se ha visto que la AR-V7 es un antagonista del AR, lo que soporta la
hipotesis de que las isoformas del AR podrian contribuir a los cambios de fenotipo
hacia un estado menos diferenciado. De hecho, se ha observado que las AR-Vs
inducen transicion epitelio-mesénquima (epithelial-mesenchymal transition/EMT)
y expresion de marcadores de pluripotencia’®. En este sentido, se han visto un
incremento de genes asociados a EMT como N-cadherina/CDH2, Vimentina/VIM,
SNAIL/SNAI1 o TWIST en células de CaP que expresaban AR-V7’’. Ensayos de
cierre de herida demostraron que AR-V7 es capaz de promover la migracién
celular’®. Ademds, el silenciamiento de AR-V7, pero no AR-FL, produce una
disminucién en los marcadores de pluripotencia NANOG y Oct3/4 (POU5FI). Lo
que sugiere que el AR-V7 contribuye a la progresion a la metdstasis y a mCRPC
promoviendo el proceso de EMT vy la adquisicion de propiedades de células madre

tumorales (cancer stem cells/CSC) o capacidad stemness®.

En las ultimas décadas, la gran mayoria de estudios sobre el papel de las AR-Vs se
han basado en la isoforma AR-V7. Sin embargo, un reciente trabajo el grupo de
Kohli M y col.?’, demuestra que la variante AR-V7 coexpresa con la variante AR-
V9, puesto que comparte el exén CE3, haciendo necesario una deteccién mas precisa
para la discriminacion de ambas isoformas (Figura 14). Esto podria determinar que
la resistencia dependa tanto de AR-V7 como de la AR-V9®’. En este sentido, la
isoforma AR-V9 promueve el crecimiento en células de cancer de prdstata. Asi
mismo, altos niveles de expresiéon de AR-V9 en CPRC predicen resistencia primaria
a AA®.

Con el propésito de revertir la resistencia mediada por las AR-Vs, recientemente se
estd investigando el desarrollo de terapias selectivas frente a estas variantes. Existen
varios ensayos clinicos en este ambito centrados en la interferencia de co-
activadores de las isoformas o actuando contra el dominio NTD o DBD por la via
del proteosoma’®. Un ejemplo de ello seria el uso de Niclosamida en CRPC o

mCRPC”?#°, Ademads, que se ha identificado que la activacién de la chaperona

45



INTRODUCCION

GRP78 es capaz de inducir selectivamente de la degradacion proteica del AR-V78L.
Puesto que la AR-V7 se genera mediante splicing alternativo, otra estrategia para
reducir la resistencia, serfa atacar directamente a este mecanismo usando
inhibidores del spliceosoma como thailanstatins (moléculas que inhiben el splicing
del AR interfiriendo en la interaccion entre U2AF65 y SAP155) o usando moléculas

inhibidoras de los dominios de activacién de las AR-Vs7.2

4.2. Mecanismos independientes del AR

Entre los diferentes mecanismos de resistencia a los tratamientos de CaP se
encuentran los mecanismos generales de resistencia tumoral a firmacos como la
sobreexpresion o desregulacion de rutas de sefalizacion alternativas®. Estos
mecanismos son inespecificos y frecuentemente estan mediados por deficiencia en

la entrada del farmaco a la célula cancerigena diana.

Numerosas rutas celulares asociadas con apoptosis, inflamacién, angiogénesis o
bombas de flujo han sido implicadas en el desarrollo de quimioresistencia en CaP®3.
En este sentido, las bombas de membrana, como la glicoproteina-P dependiente de
ATP, son capaces de expulsar agentes terapéuticos fuera de la célula. Este
mecanismo es especialmente relevante, ya que Dctx tiene una alta afinidad por la
Glicoproteina-P, lo que resulta en una disminucién en la concentracién intracelular

de este agente en las células cancerosas’®.

La sobreactivacion de rutas implicadas en la proliferacion celular se ha visto
implicada con la adquisicion de resistencia. Uno de los casos mejor estudiados es la
activacion de receptores de Glucorticoides (GR) y Progesterona (PR), que bajo
ciertas circunstancias pueden activar los genes de respuesta a AR, promoviendo la
transcripciéon de genes que median el fenotipo resistente®®. Se ha asociado un
incremento en GR tras el tratamiento con Enz con la activacion de ciertos genes
diana del AR y un peor prondstico’®. Esto puede deberse a que el transcriptoma del
ARy del GR se solapan, llegando a alcanzar hasta un 50% los genes diana comunes

a ambos receptores’®.

Otro mecanismo de resistencia seria el aumento en la presion del fluido intersticial
debido a fugas en la vasculatura o alteraciones en el sistema de drenaje linfatico. El

aumento de presion actuaria como barrera contra el transporte transcapilar, lo que
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produciria una alteracion en la captacion de los firmacos’®. En relacion a este
proceso, la heterogeneidad en el microambiente tumoral puede conducir a regiones
de hipoxia y acidez, influenciando la respuesta tumoral a la terapia’®. Un ejemplo de
ello seria la sobreexpresiéon mediada por hipoxia de hipoxia-inducible factor 1 alpha
(HIF1dHIFA), que bajo condiciones de normoxia es degradado. La sobreexpresion
de HIF1ase ha visto en pacientes de CRPC, donde regula la proliferacion celular y la
invasion®. De modo que, la induccion de HIFla disminuye la eficacia de la
quimioterapia y ADT, mientras su inhibicion resensibiliza las células a la terapia

convencional, facilitando otra diana de tratamiento para el CaP.

Aunque mas de un 60% de las mutaciones presentes en pacientes de CRPC estan
relacionadas con el AR, existen otras mutaciones altamente frecuentes en estos
pacientes. Entre ellas las mutaciones o deleciones en p53/TP53 o la pérdida de RB1
son concurrentes en pacientes metastasicos, lo que conduce a la plasticidad celular
hacia fenotipos basales®®. Ademds, también se encuentran en algunos de estos
pacientes la pérdida del gen supresor tumoral PTEN o la activaciéon de la
sefializacion mediada por AKT/AKT18%%. Se han identificado aberraciones en
genes reparadores del ADN como BRCA2, ATM, BRCA1, PALB2 o RAD51D de
maés de un 20% de los pacientes de CaP33%%, En este sentido, los defectos en la
reparacion del ADN tienen implicaciones, no solo en el tratamiento y el prondstico
de los pacientes, sino en el riesgo familiar de la enfermedad®. Por otro lado, se ha
ligado la resistencia a taxanos (Dctx) a cambios en la expresion o mutaciones en la

Tubulina dTUBA1A, lo que previene la interaccién entre el firmaco y su diana®’.

Por tltimo, la heterogeneidad tumoral, en la que nos centraremos a continuacion,
también tiene un papel fundamental en la adquisicion de resistencia a los diferentes
tratamientos. Cada vez son mas las evidencias que sugieren que la inhibicion
prolongada de la ruta del AR puede alterar el curso de la enfermedad, dando lugar a
una desdiferenciacion histologica y alteraciones en el linaje celular en forma de EMT

o diferenciacién neuroendocrina®s,
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5. HETEROGENEIDAD TUMORAL

La heterogeneidad tumoral se basa en que tumores histolégicamente similares
pueden poseer diferentes caracteristicas y comportamiento®. Esta heterogeneidad
puede ser tanto inter-tumoral, si las variaciones se producen entre diferentes
pacientes con tumores del mismo tipo, como intra-tumoral, cuando se dan dentro
de una misma neoplasia®. En particular, la heterogeneidad intra-tumoral se
encuentra determinada por variaciones genéticas y alteraciones epigenéticas,
transicion entre diferentes estados celulares y cambios ambientales®®°. Por todo
ello, la heterogeneidad intra-tumoral dirige la progresion tumoral y representa la

principal causa del fracaso terapéutico®.

Se han propuesto dos modelos que explican la presencia de la heterogeneidad
tumoral: el modelo de seleccion clonal y el modelo de CSC*. Haciendo referencia a
la seleccidon clonal, ésta juega un papel clave en la heterogeneidad tumoral. La
mayoria de tumores sélidos se generan a partir de una sola célula que acumula una
serie de alteraciones que producen un cambio de fenotipo; seleccionandose aquellos
clones con una ventaja proliferativa. Del mismo modo, dentro de la poblacion
clonal, las células individuales siguen acumulando nuevas alteraciones genéticas, lo
que resulta en que, dentro de un tumor, tanto las células tumorales como su
microambiente pueden mostrar distintas caracteristicas genéticas y fenotipicas. Esta
variabilidad se ha observado tanto entre células tumorales individuales, como en
grupos de células o lesiones tumorales topografica o anatomicamente separadas®’.
El segundo modelo se basa en el desarrollo de las CSC, una poblacién minoritaria
de células de cancer capaz de mantener los diferentes tipos celulares tumorales.
Debido a su relevancia en la progresion tumoral desarrollaremos concretamente

este apartado mas adelante.

En cuanto a la heterogeneidad en CaP, debemos indicar que existe una gran
diversidad en las caracteristicas histopatoldgicas y moleculares. Se ha demostrado la
presencia de una amplia heterogeneidad gendmica tanto inter-tumoral como intra-
tumoral®>%2. Ademads, existe una relacion compleja entre los tumores primarios y las
metdstasis®, en este sentido el mCRPC presenta un alto grado de heterogeneidad

genémica y fenotipica®. Esta heterogeneidad se ha observado tanto a nivel
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somatico, como a nivel de evolucién clonal y de expresidon génica, y su presencia
dificulta la implementacioén de herramientas gendmicas tanto para el seguimiento

de los pacientes como para la aplicacion de tratamientos especificos®.

5.1. Microambiente tumoral en CRPC

La heterogeneidad intra-tumoral se ha visto reflejada en la diversidad de tipos
celulares y en la composicion de la matriz extracelular que componen el
microambiente tumoral (tumor microenvironment/TME). Dentro de los tipos
celulares que componen el TME encontramos fibroblastos, células madre
mesenquimales (mesenchymal stem cellssMSCs), células inmunes y células
sanguineas y linféticas®®. La composicion del TME es crucial en la regulacion de la
proliferacion celular, angiogénesis, invasion inmune y la resistencia a firmacos, y se
encuentra mediada por una sefializacién reciproca entre las células tumorales y

distintas poblaciones presentes en el TME®.

Entre los diferentes tipos celulares presentes en el TME, los fibroblastos asociados al
cancer (cancer associated fibroblasts/CAFs) son las células mds abundantes y
promueven la transformacién oncogénica, angiogénesis y metdstasis, entre otras
funciones. En cuanto a las MSC, son células progenitoras multipotentes que
contribuyen a la homeostasis del tejido conectivo. Estas son reclutadas al TME
donde pueden promover la progresion tumoral en varios tipos de céncer, entre los
que se encuentra el de prostata®®. Por otro lado, los linfocitos son células clave en el
sistema inmune adaptativo que tienen un papel fundamental en la biologia del
cancer. Un estudio en tumores primarios de prostata revel6 que la infiltracion de
células T reguladoras CD4* se relacionaban con un incremento en el riesgo de
letalidad. Mientras que las células B CD20" se relacionaron con recurrencia y
progresion de la enfermedad®’. En cuanto a las células mieloides, son esenciales en
el mantenimiento de la funcién del sistema inmune innato y adaptativo. En
pacientes de mCRPC la abundancia de células mieloides supresoras en sangre se
correlaciona con marcadores prondstico negativos como el PSA®%. Por ultimo, se ha
visto que los macréfagos promueven la progresion tumoral, migracion y metéstasis.
Numerosos estudios han evaluado la relevancia clinica de los macréfagos en la

progresion del CaP9%-101
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Por otro lado, uno de los motivos de la generacion de resistencia a farmacos en el
cancer podria ser la produccién paracrina de factores como el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF/FGF1) o el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF/VEGFA) vy las interleucinas inflamatorias como IL-6 que pueden
encontrarse en el estroma tumoral y participan en la adhesion de las células a la
matriz extracelular (extracellular matrix/ECM)’®. En 2009 se observo la infiltracién
de una poblacién heterogénea de células inmunes con actividad inmunosupresora
en el microambiente de CRPC, activando la tumorigénesis mediante la secrecion de
IL-23, que activa la senalizacién androgénica'®. La ECM puede inducir también

quimioresistencia mediante la inhibicién de la apoptosis mediada por AKT%3,

Con todo ello, la heterogeneidad del TME se manifiesta tanto en la composicion
celular como en diferencias fenotipicas y el estado funcional que cada tipo celular®.
En este sentido, la hipoxia, presente en regiones tumorales poco vascularizadas
contribuye a la plasticidad celular mediante la activacién del proceso de EMT vy la
diferenciacion neuroendocrina en tumores de prostata®®. Bajo condiciones de
hipoxia, se produce una regulaciéon al alza de HIFla, el regulador central de la
respuesta a hipoxia, y una transicion hacia un estado mas mesenquimal. Estas células
en condiciones de hipoxia poseen caracteristicas stem cell-like, incluyendo un
aumento en la expresion de NANOG, Oct3/4 y CD44'%. Ademads, existe una
conexion directa entre HIFla y el fenotipo neuroendocrino, por medio de la

interacciéon de HIF1a con el factor de transcripcion neuroendocrino FOXA21%.,

Ademas, en el estroma tumoral se pueden producir cambios reactivos que
contribuyan a un ambiente adecuado para el crecimiento celular y proliferacion.
Estos cambios incluyen abundancia de CAFs y pérdida de las células inmunes y
endoteliales. Ademds, como en otros tumores, se ha observado una infiltracién

tumoral de linfocitos T y una pérdida de células inmunes y endoteliales en CaP’®.
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6. CARCINOGENESIS Y PLASTICIDAD CELULAR

La mayoria de muertes en CaP se producen en pacientes diagnosticados con
enfermedad avanzada o metastasica. En este sentido la latencia y la plasticidad
celular, conceptos ampliamente ligados, juegan un papel clave en el proceso
metastasico ya que les proporcionan a las células tumorales una ventaja de
supervivencia. La plasticidad celular se define como la capacidad de las células para
cambiar de fenotipo en respuesta a sefiales ambientales sin que se produzcan
mutaciones genéticas. El cancer se ha relacionado con un incremento en la
plasticidad celular, que podria estar causada por la inestabilidad epigenética y

genomica en el microambiente tumoral’®.

El proceso de latencia tumoral ha sido asociado a distintos tipos de tumores sélidos.
En el caso del CaP, su historia natural se caracteriza por largos periodos de
enfermedad asintomatica debido a un estado de latencia o reposo (dormancy) que

tiene especial relevancia por su papel en la diseminacién del cancer.

Ademas, diferentes fenotipos celulares se han asociado a la adquisicion de
resistencia a los firmacos y a CRPC. Entre ellos encontramos el cdncer de prostata
neuroendocrino (NEPC), las CSC y el proceso de EMT(Figura 15) 177

Figura 15. Plasticidad celular y fenotipos asociados a la resistencia a firmacos’®. Las NEPC
se caracterizan por la presencia de marcadores como la cromogranina A vy la sinaptofisina y un
estado AR y estan dirigidas por factores de transcripcion y epigenéticos como ONECUT2 y
EZH2, entre otros. Las CSC se caracterizan por un fenotipo CD44+CD133+ vy
ARIY/PSAY/CK19""/HLA""", La EMT es promovida por factores de transcripcién como SNAIL
y SLUG e impulsada por vias como ERG-SRC y PI3K-AKT-mTOR, lo que da lugar a un cambio

en la expresion celular de E-cadherina a N-cadherina.
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6.1. Latencia celular (dormancy)

El término dormancy o latencia celular, descrito por Rupert A. Willis por primera
vez en 19341%, se define como un estado reversible en el que la células permanecen
quiescentes, mediante un arresto mitotico en fase Go-Gy, en el que contintian siendo

viables sin entrar en fase proliferatival®:10,

La biologia molecular que subyace a la latencia celular ha sido ampliamente
estudiada. Esta podria estar relacionada con el balance entre dos vias de sefializacion
clasicas mediada por las MAPK: la ruta de ERK y la via de p38 MAPK, donde uPAR
tendria un importante papel regulador'*12, A su vez, la activacién de estas vias
implicard la activaciéon de otros procesos biologicos como la reprogramacion
metabdlica que podria estar también implicada en el mantenimiento de la

latencia®®3.

El estado de latencia se caracteriza por ser una fase del proceso metastasico en la cual
las células tumorales son capaces de sobrevivir en condiciones extremas durante
largos periodos de tiempo, lo que podria ser un mecanismo de adaptaciéon a nuevos
microambientes que permite a las células tumorales dotarse de plasticidad celular
tanto fenotipica como genética. En concordancia con ello, diversos estudios
sugieren que la diseminacion de las células cancerosas estd precedida por periodos
extensos de latencia celular en los sitios premetastasicos (Figura 16)!'2. Ademis,
durante la latencia celular las células tumorales son generalmente resistentes a las

terapias, que son mas efectivas frente a las células tumorales proliferativas°.
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Figura 16. Proceso de invasion y metastasis''?. El proceso comienza con la disociacion de las
células tumorales de las células epiteliales adyacentes que permite el paso a la matriz intersticial
(invasién). En un proceso altamente regulado, las células tumorales se asocian a otras células
para crear un microambiente permisivo. Al reclutar las células angiogénicas endoteliales
(angiogénesis), las células tumorales entran en la circulacion (intravasacién) y se diseminan a
través de la circulacion sanguinea. Al detenerse en la microcirculacion, las células cancerosas
alteran las uniones endoteliales y penetran en el estroma del 6rgano diana (extravasacion). En el
ultimo paso, resisten a la apoptosis pasando por un periodo variable de latencia que, finalmente,
vuelven a activar su proliferacién dando lugar a la metdstasis.

En referencia al CaP, éste se caracteriza por la presencia de largos periodos de
recurrencia debido a la existencia de largos periodos de latencia celular, de hecho, la
mediana del tiempo transcurrido desde la recidiva con PSA tras la prostatectomia
radical hasta la metéstasis dsea y la muerte supera los 16 afos!'?. Asimismo, como
sucede en otros tumores hormono-dependientes, se ha sugerido que la terapia

hormonal con antagonistas del AR podria promover la latencia celular en CaP!2,

En estos periodos, las células tumorales diseminadas (DCCs) son capaces de migrar
de los sitios primarios de la enfermedad hacia los érganos secundarios. Estas células
pueden mantenerse en un estado de latencia durante largos periodos antes de

activarse, generando metastasis clinicas.
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La médula dsea es la principal localizaciéon de las DCCs y de las metastasis en CaP.
Existen evidencias que sugieren que la presencia de DCCs en el tejido dseo se
relaciona con un prondstico negativo'*. De modo que, las células tumorales
activadas pueden conducir el proceso de metdstasis dsea, mientras que la interaccion
entre células tumorales latentes y el resto de componentes celulares Oseos
favoreceria el equilibrio. Todo ello sugiere que el microambiente tumoral controla

la conversion entre los estados de latencia y activacion®.

Asi mismo, el proceso de latencia y reactivacién metastdsica también ha sido
relacionado con la seleccion clonal y la presencia de CSC que, como se expuso

anteriormente, podrian dirigir la heterogeneidad tumoral®?,

6.2. Cancer stem cells y transicion epitelio-mesénquima

Las células madre tumorales o CSC son una pequefa poblacién celular con
capacidad de auto-renovacién, pero que, a diferencia de las células madre
embrionarias, se dividen predominantemente de forma simétrica. En cuanto a su
origen, podrian generarse por la transformacién oncogénica de células madre
adultas o mediante la desdiferenciacién o transdiferenciacién de las células
tumorales existentes''®. Durante el desarrollo de los diferentes mecanismos de
resistencia se genera, por tanto, una subpoblaciéon de CSC que dotan de gran
heterogeneidad intratumoral'’’ y gran plasticidad al tumor*®, lo que les permite
moverse entre estados multipotentes y diferenciados. En el caso del CaP, se ha
identificado la presencia de CSC que se caracterizan por expresar diversos
marcadores de superficie como CD44*/a2f1/CD133* y poseer una alta capacidad
clonogénica. Ademas, en esta poblacién celular también se ha identificado la
expresion de la bomba de membrana ABCG2, que como ya se vio con anterioridad,
tiene un papel esencial en la resistencia a firmacos. A nivel molecular, las CSC
expresan genes tipicos de pluripotencia como SOX2, NANOG u Oct3/4, y
generalmente tiene una baja expresién de marcadores de diferenciacién como PSA
o AR, De hecho, los tumores con baja expresion de AR tienen propiedades stem
cell-like y son capaces de activar los procesos de ciclo celular, lo que resulta en una

mayor agresividad®®.

La transicion epitelio-mesénquima es un proceso bioldgico reversible que permite a
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las células epiteliales, que normalmente interaccionan con la superficie de la
membrana basal, someterse a diferentes cambios bioquimicos que les permiten
adquirir un fenotipo mesenquimal que incluye un mayor potencial de migracién e
invasidn, una elevada resistencia a la apoptosis y un incremento en la produccién de
componentes de la ECM. La finalizaciéon del proceso de EMT esta marcada por la
degradaciéon de la membrana basal y la formacién de células mesenquimales que
tienen la capacidad de migrar fuera de la capa epitelial donde se originaron (Figura
16). Asi mismo, esta transicion promueve la metastasis a sitios distales, asi como
la resistencia a firmacos y, con ello, la recurrencia®®. Molecularmente, el proceso de
EMT se caracteriza por una disminucion en la expresion de E-cadherina/CDH1, un
marcador epitelial; y un aumento en la expresion de marcadores mesenquimales
como Vimentina, N-cadherina y SNAIL/SNAT1'%°,

El proceso de EMT depende tanto de mutaciones genéticas como modificaciones
epigenéticas o de la modulacién transcripcional de las células tumorales por medio
del microambiente tumoral a través de factores de crecimiento, citoquinas,
fibroblastos y macrofagos asociados al cancer. Entre las diferentes sefiales
responsables de la induccion de EMT se encuentra el factor de crecimiento
transformador-beta (TGF-B/TGFB), que podria ser responsable de la activacion en
las células tumorales de diferentes factores de transcripcion, que participan en la
induccién de EMT, como SNAIL, SLUG/SNAI2 o TWIST!. TFG-f tiene papeles
opuestos en la tumorigénesis del CaP, ya que actuaria como inhibidor en el
crecimiento normal y las etapas tempranas de la enfermedad, y como promotor en
CaP avanzado. Su funcién se encuentra regulada por rutas tanto independientes
como dependientes de SMAD1. En CRPC la inhibicién de SMAD1 induciria la
produccién paracrina de TFG-, promoviendo el proceso de EMT. Por otro lado,
algunos datos sugieren que p38-MAPKs y RhoA/RHOA podrian mediar la

induccién de EMT por TFG-f en células epiteliales de raton*??.

Ademas, el proceso de EMT depende de otra serie de rutas de sefalizacion
intracelular en las que intervienen, entre otras ERK/MAPKI, PI3K, AKT, (-
catenina/CTNNBI y diferentes moléculas de adhesion celular (cell adhesion cell
adhesion moleculessfCAM) como la integrina $4/ITGB4, integrina a5p1 (ITGA5-
ITGBI1) e integrina aVP6 (ITGAV-ITGB6). Por otro lado, la conexion entre la
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perdida de E-cadherina e EMT ha sido descrita en diversas investigaciones. Se ha
demostrado que el control epigenético de E-cadherina y la actividad (-

catenina/LEF1 es importante en el potencial metastasico de las células de CaP®.

Por ultimo, los microARNSs no codificantes también forman parte del circuito de
sefnalizacion que regula el proceso de EMT. Entre ellos, se ha visto que miR-21 se
encuentra sobreexpresado en diferentes tipos de tumores, entre ellos CaP, y facilita
el proceso de EMT*?2,

Figura 17. Contribucién de EMT a la progresion tumoral™®. En la primera etapa del proceso
de progresién invasiva las células epiteliales pierden su polaridad y se desprenden de la
membrana plasmatica, produciéndose también cambios en la composicién de esta. El siguiente
paso implica EMT y un cambio angiogénico, facilitando el crecimiento del tumor. La progresién
hasta el tumor metastdsico también implica EMT, lo que permite a las células cancerosas entrar
en la circulacién y salir del torrente sanguineo otras localizaciones, donde pueden formar micro
y macrometdastasis, que pueden implicar MET y, por tanto, una reversién a un fenotipo epitelial.

En relacién a la implicacion de estos procesos en la progresion tumoral, cada vez
existen mads evidencias que apoyan la teoria de que las células tumorales
responsables del inicio y el mantenimiento del proceso de proliferacién metastasica
son las CSC%%112 y de que este potencial iniciador del tumor estd guiado por el
proceso de EMT®. De modo que, las CSC pueden pasar de un estadio epitelial a

mesenquimal (Figura 18)'*2,

Con todo ello, la capacidad pluripotente de las células tumorales podria estar
asociada con un fenotipo parcial de EMT vy, por tanto, las células que muestran un
estado intermedio de EMT tendrian una mayor plasticidad®®. En concordancia con
ello, en un modelo murino de CaP se observd que las células en un estadio
intermedio de EMT presentaban un potencial de iniciacién tumoral similar a las

células mesenquimales'? .
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Figura 18. Mecanismos de plasticidad celular asociada a CSC®. La heterogeneidad
intratumoral esta ligada a la capacidad de cambiar reversiblemente entre un estado CSC y un
estado de diferenciacién. Las modificaciones como alteraciones genéticas y epigenéticas y las
perturbaciones en el microambiente tumoral como la inflamacién y la senescencia representan
la mayor causa de la plasticidad celular. Ademads, las CSC inducen EMT vy, particularmente, la
presencia de un estado intermedio de EMT. Este proceso depende tanto de mutaciones genéticas
y modificaciones epigenéticas como de la modulacién trancripcional de las células tumorales y

senales por parte del microambiente tumoral.

La resistencia a los tratamientos en CaP mediada por EMT ha sido relacionada con
la agresividad tumoral y la metdstasis. Por ello, E-cadherina es ampliamente usada
para monitorizar el fenotipo epitelial; ya que, durante los procesos de progresion
como migraciéon e invasion, se produce una disminucién en su expresion. Asi
mismo, se ha visto que la quimiorresistencia ligada a la desregulacion de E-
cadherina podria estar mediada por la sefalizacion via NOTCH]I, por lo que su
inhibicion podria restaurar la quimiorresistencia'®”. En concordancia con ello, uno
de los procesos de EMT relacionado con la resistencia y la metastasis seria la pérdida
de las interacciones entre las células epiteliales y la ECM, mediada por las CAM. De
hecho, numerosos estudios han descrito la desregulacion de diferentes CAMs en
CaP metastasico, entre ellos se ha relacionado la reducciéon en la expresion de
diferentes CAMs (integrina a5/ITGAS5, integrina a7/ITGA7, E-cadherina, etc.), asi
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como la sobreexpresion de N-cadherina en pacientes de CaP!?*. Ademas, cabe
destacar, que el papel de EMT en la diseminaciéon metastdsica requiere del
desprendimiento del fenotipo mesenquimal durante el proceso de colonizacién

subsecuente (Figura 17)'%.

En este ambito, se ha propuesto que EMT podria tener un papel critico en la
metdstasis de varios tipos de tumores, entre ellos el CaP. Las células de CaP, tras
someterse a EMT, se diseminan en la circulacién como CTCs, donde atraviesan
varias barreras fisicas como las paredes de los sinusoides y el estroma de la médula
Osea antes de migrar hasta la superficie dsea endosteal donde se establecen las

metdastasis®*.

En definitiva, la EMT podria desempefiar un papel en la generacion de células
tumorales con alta capacidad invasiva y con caracteristicas de CSC, que podrian

facilitar la formacion de tumores secundarios por parte de las DCCs.

6.3. Cancer de prostata neuroendocrino

Asi mismo, se ha asociado la diferenciacién de las células tumorales a fenotipo
neuroendocrino con la progresion tumoral y peor prondstico'?. El CaP es
tipicamente un adenocarcinoma, sin embargo, se ha descrito la presencia de
variantes neuroendocrinas en una minoria de casos, principalmente en pacientes
con enfermedad avanzada. Ademads, algunas evidencias indican que los tumores
neuroendocrinos son mas propensos a surgir después de los tratamientos de ADT,
con una frecuencia de entre un 10-20% de casos de CRPC?®??’, Clinicamente, se
identifica con niveles bajos 0 moderados de PSA y predominancia de metastasis
Oseas. Mientras que desde el punto de vista molecular, se caracteriza por la expresion
de marcadores neuroendocrinos, como enolasa neuro especifica (NSE/ENO2),
sinaptofisina/SYP, cromagranina A/CHGA o la molécula de adhesién neural 1
(NCAM1), detectados mediante himunohistoquimica; y por la frecuente pérdida del
AR127,128'

El NEPC engloba varios subtipos entre los que se incluyen: a) adenocarcinoma de
prostata con diferenciacion neuroendocrina; b) tumor carcionoide; «c)
adenocarcinoma con diferenciaciéon de células de Paneth neuroendocrina; d)

carcinoma de células pequenas; e) carcinoma de células grandes neuroendocrinas;
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f) carcinoma mixto neuroendrocrino - adenocarcinoma acinar. Siendo el mas
agresivo de los subtipos de NEPC el carcinoma neuroendocrino de células

pequenas’?’.

En cuanto al origen del NEPC, se han postulado dos modelos diferentes de

diferenciacion a fenotipo NE (Figura 19):

El modelo jerarquico se basa en que NEPC proviene de la expansion de las CSC o
células NE presentes en un pequeiio niimero dentro de un tumor heterogéneo. Tras
la terapia de ADT, estas células independientes del AR tendrian una ventaja
proliferativa, por lo que las células tumorigénicas CSC se expandirian tras los
tratamientos'?®. Asi mismo, la plasticidad de estas células les permite diferenciarse
en células neuroendocrinas, que constituiran el NEPC. Por otro lado, la adquisicién
de nuevas mutaciones en las células neuroendocrinas preexistentes también puede
originar el NEPC®,

Los tumores de prostata con fenotipos NE presentan un perfil molecular con una
amplia similitud respecto a otros tumores neuroendocrinos??’, lo que sostiene la
idea de que el NEPC viene de la seleccién clonal de un adenocarcinoma precursor*?.
En este contexto, la secuenciacion del exoma completo de pacientes de CRPC,
mostré un enriquecimiento en la pérdida de RBI y mutaciones y delecciones en
TP53, alteraciones comunmente observadas en tumores neuroendocrinos®.
Ademas, en modelos preclinicos, la combinacién de RB1 y TP53 dirigen el

desarrollo de NEPC*%132 ]o que apoya su contribuci6n en la patogénesis de NEPC.

El modelo de transdiferenciacidn se basa en que el fenotipo NE proviene de las
transdiferenciacion de las células del adenocarcinoma mediante un estado
intermedio de CSC. La transdiferenciaciéon es un proceso por el cual células
diferenciadas cambian hacia otro linaje celular para evadir la presion asociada a los

tratamientos''®

, con ello, la deprivacién androgénica ha probado dirigir la
transdiferenciacion de las células dependientes del AR mediante un estado
multipotente intermedio. Asi, la re-exposicion también facilita su diferenciacion al
estado inicial de dependencia del AR, lo que sefala la enorme plasticidad de estas
células. Esta observacion apoya estudios anteriores en las que se detectaron que
diferentes aberraciones genéticas, como la fusion de TMPRSS2-ERG, se

conservaban tras la conversion a NEPCB2.
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Figura 19. Mecanismos de diferenciaciéon neuroendocrina en respuesta a los inhibidores
del receptor de andrégenos®. Modelo jerdrquico (a) y modelo de transdiferenciacién (b). La
capacidad de migracion e invasion, resistencia a las terapias hormonales y propiedades stem cell-
like varian durante la transdiferenciacion a NEPC (el rojo indica un nivel alto).

Recientes evidencias, subrayan el papel de EMT y la multipotencia como factores
desencadenantes durante la transdiferenciacion neuroendocrina. Se ha visto que los
cambios de expresion en los marcadores de NE se acompanan comunmente de la
desregulacion de las rutas de senalizacién implicadas en la plasticidad celular,
caracteristicas de CSC y EMT*?8, Por ejemplo, se ha observado la sobreexpresion del
inductor de EMT SNAIL en modelos celulares de CaP, lo que potencia la expresion
de marcadores neuroendocrinos como NSE y CHGA!®. Por tanto, previo a la
transdiferenciacion NE, la deprivacién androgénica induciria el proceso de EMT y

el enriquecimiento de poblaciones CSC. Otra prueba de ello es que se ha demostrado
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que existe un amplio solapamiento entre factores de transcripcion y receptores de
superficie que definen la plasticidad celular y el fenotipo NE. Por ultimo, se ha visto
en varias investigaciones que la expresion de factores de transcripcién relacionados
con EMT potencia la adquisicion de fenotipo NE y, ademads, este efecto también se

produciria de manera reciproca®.

Dentro de las evidencias que apoyan la idea de que las células de adenocarcinoma
usan el proceso de EMT para transdiferenciarse a NEPC, se ha identificado el factor
de transcripcion SOX11, implicado en EMT, como conductor de la diferenciacion
NE en un modelo murino transgénico NPp53, lo que sugiere que ambos procesos
estan ligados. Con todo ello, el paso por EMT para la diferenciaciéon NE dependeria

del origen celular, perfil mutacional y caracteristicas epigenéticas®®.

Asimismo, se han identificado diferentes rutas de sefalizacion ligadas a la
plasticidad celular y la diferenciacion NE. Entre ellas, la sefializacion de STAT3 por
medio de IL-6 conduce el proceso de EMT, el fenotipo CSC y la diferenciacion NE
en CaP!33, En este sentido, se han observado niveles elevados de IL-6 en pacientes
con CaP metastasico, lo que se relaciona con una menor supervivencia®®. La ruta
de WTN-B-catenina también se encuentra comtinmente activada en CRPC, lo que
resulta en una resistencia a ADT y fenotipo NE. Todo ello indica que la plasticidad
celular y el cambio de fenotipo estin controlados por una compleja serie de

mecanismos transcripcionales que atin requieren de su investigacion.

Por otro lado, andlisis de metilacién han revelado que existe una desregulacion
epigenética en rutas relacionadas con EMT y CSC, entre otras, lo que sugiere el papel
clave del epigenoma en la modulacién del fenotipo NE'?’. En este sentido, la
metiltransferasa de histonas EZH2 esta sobreexpresada en NEPC. Asimismo, el
tratamiento con inhibidores de EZH2 en modelos de NEPC ha demostrado
actividad antitumoral®®, apuntando que la plasticidad celular podria ser explotada

terapéuticamente.

Con el uso de la next generation RNA-sequencing se ha visto que el transcriptoma
de NEPC y de CaP son diferentes. Y se ha identificado la sobreexpresion de N-
Myc/MYCN en tumores NE, el cual podria ser un elemento clave en el desarrollo
del fenotipo NE. De modo que, la sobreexpresion de N-Myc en el contexto de la

pérdida de PTEN o la sobreexpresion de AKT resulta en el desarrollo de
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caracteristicas agresivas, entre las que se encuentran NE y una baja sefializaciéon del

AR que conllevan a la resistencia a las terapias contra el AR,

Uno de los principales mecanismos de evasion de las terapias hormonales es la
transdiferenciacion de las células de CaP dependientes del AR a fenotipo NE!6, En
este sentido, aunque en las diferentes cohortes de mCRPC la mayoria de metastasis
retienen en cierto nivel la expresion de marcadores epiteliales tipicos de prostata
como AR, NKX3 y PSA, los cambios en la diferenciacion celular asociados a los
tratamientos han surgido como un mecanismo importarte de resistencia a las
terapias contra el AR%. Esto puede dar lugar a la presencia de diferentes fenotipos
celulares que contribuyen al comportamiento del tumor como el fenotipo NE®%.
Estas observaciones sugieren que, en respuesta a los tratamientos, algunos tumores

pueden mostrar un aumento en la plasticidad celular®.

Debido a la relevancia de la plasticidad celular en el CRPC y en la adquisiciéon de
fenotipos agresivos como el NE, el desarrollo de estrategias de tratamiento dirigidas
contra los mecanismos que dirigen la plasticidad celular resulta prometedor. Se han
propuesto al menos tres aproximaciones al respecto: la prevencién de la induccién
de NEPC mediante el bloqueo de las rutas asociadas a EMT y CSC; terapias dirigidas
directamente contra las células neuroendocrinas; y revertir el proceso de
diferenciacion neuroendocrina forzando la reversion de las células neuroendocrinas
a un estado epitelitial®®.

Todo ello evidencia que el desarrollo de CRPC y la adquisicion de resistencia a los
tratamientos contra el AR es multifactorial, y solo estamos empezando a
comprender los diferentes mecanismos moleculares subyacentes. Por tanto, es
critico conocer los mecanismos que desencadenan la resistencia tanto a la
deprivacion hormonal cémo a los firmacos de primera y segunda linea para tratar
de buscar dianas de prondstico que nos permitan seleccionar la mejor estrategia
terapéutica a seguir.

En este sentido, la generacion de modelos celulares de cancer de prostata resistentes
a ADT, Enz y AA podrian ayudarnos a desentranar dichos mecanismos. Se han
desarrollado algunos modelos celulares de resistencia a diferentes farmacos!3>13%,
Sin embargo, la informacion obtenida no ha sido suficiente para elucidar como se

produce la proliferacion independiente de testosterona. De aqui surgi6 la necesidad
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de desarrollar y caracterizar nuevos modelos celulares de CaP objetivo fundamental

del presente trabajo de investigacion.
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HIPOTESIS

Las terapias antiandrogénicas son el fundamento del tratamiento en los
pacientes de cancer de prostata metastasico. Sin embargo, estos tratamientos
estan fracasando en una gran parte de los pacientes que acaban desarrollando
resistencia y evolucionando hacia estadios mas agresivos de la enfermedad.
Ademas, se ha visto que la presencia o ausencia del AR, junto con la aparicién
de ciertas variantes de splicing (AR-Vs), es determinante para definir la pérdida

de beneficio de dichas terapias.

Conocer los mecanismos moleculares implicados en la resistencia a la terapia
hormonal y a los tratamientos farmacologicos implicados en la inhibicién del
AR (Enzalutamida y Abiraterona) permitiria establecer una correlacion entre
sensibilidad terapéutica y perfil molecular que podria ser empleado para
predecir la efectividad de estas nuevas terapias y establecer una nueva linea de
actuacion terapéutica beneficiosa para los pacientes de CaP. Para ello
necesitamos desarrollar nuevos modelos celulares de enfermedad para los
diferentes estadios y tratamientos administrados como primera linea en la

practica clinica.
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OBJETIVOS

Nuestro objetivo general es generar y caracterizar nuevos modelos celulares de
cancer de prostata resistentes a las terapias de deprivacion androgénica mas
habituales. Asi mismo, nos centraremos en estudiar el papel que tiene el ARy
sus variantes AR-V7y AR-V9 en la adquisicidon de dicha resistencia. Finalmente,
también proponemos evaluar la sensibilidad frente a otros tratamientos usados

como segunda o tercera linea en la practica clinica.
Para ello nos proponemos desarrollar los siguientes objetivos especificos:

OBJETIVO 1. Desarrollar lineas celulares de cancer de préstata LNCaP y
22RV1 resistentes a:

1.1. Deprivacioén androgénica.

1.2. Enzalutamida o Abiraterona y combinacién de Enzalutamida mas
Abiraterona.

1.3. Caracterizacion de las diferentes lineas en funcién de su proliferacion,
perfil de expresidon del AR y sus variantes de splicing y su capacidad

tumorigénica.

OBJETIVO 2. Silenciamiento del AR-FL y sus variantes AR-V7y AR-V9 en
las lineas celulares LNCaP y 22RV1 WT vy resistentes a la deprivacion

androgénica mediante shRNAs.

2.1.Desarrollo de los shRNA y generacion de las lineas celulares.

2.2. Caracterizacion de las lineas celulares en funcién de su proliferacion,
perfil de expresion del AR y sus variantes a nivel de ARNm y proteina.

2.3. Analisis de la respuesta a los tratamientos de segunda linea y resistencia

cruzada.

OBJETIVO 3. Estudio de la resistencia cruzada de los modelos celulares de

resistencia a los tratamientos de segunda linea Apalutamida y Docetaxel.

2.1. Anilisis de la resistencia cruzada a Apalutamida en funcién de la
proliferaciéon, perfil de ciclo celular y analisis de su capacidad

tumorigénica in vitro.
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2.2. Andlisis de la resistencia cruzada a Docetaxel en funcion de la
proliferacion, perfil de ciclo celular y anilisis de su capacidad

tumorigénica in vitro
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1. Cultivos Celulares

Se utilizaron tres lineas celulares de CaP con diferente sensibilidad a andrégenos:
LNCaP'¥ y 22RV1'"!, ambas obtenidas de American Type Culture Collection
(ATCC) (Manassas, VA, USA), y PC3'*, que fue cedida por el Dr. Ignacio Gil
Bazo (CIMA, Pamplona).

LNCaP fueron aisladas en 1977 de la metdstasis linfatica de un adenocarcinoma
prostatico. Se las considera células sensibles a los andrégenos, son positivas para
PSA y con un bajo potencial metastasico in vivo. La linea celular 22RV1 fue
derivada mediante un xenotrasplante a ratén de una linea celular humana
previamente establecida a partir de un carcinoma prostatico con metastasis 6sea
(CER22R). Esta linea celular expresa el AR a nivel de ARNm y proteico; y
presenta una sensibilidad intermedia a andrégenos. La linea celular PC3 fue
establecida en 1979 a partir de una metastasis 6sea de grado IV de un
adenocarcinoma de préstata. Las células PC3 son independientes de la
seflalizacion androgénica. Todas las lineas celulares fueron autentificadas
usando STR en el Laboratorio de Identificacion Genética del Departamento de

Medicina Legal y Toxicologia de la Universidad de Granada.

Las lineas celulares fueron cultivadas con RPMI-1640 medium (Biowest,
Riverside, USA) suplementado con un 10% de Fetal Bovine Serum (FBS) y 1%
de Penicillin-Streptomycin Solution 100X (Gibco, Waltham, USA) e incubadas
con un 5% de CO2, a 37°C y en un entorno humidificado. Al alcanzar una
confluencia del 80%, las lineas celulares fueron sub-cultivadas mediante
disociacion celular con TrypLE™ Express Enzyme (GIBCO, Waltham, USA,).
Las lineas celulares fueron chequeadas periédicamente para Mycoplasma por la
Unidad de Cultivo Celular de GENyO.

1.1. Aplicacién in vitro de tratamientos de segunda linea contra CaP

A partir de un cultivo celular mantenido en las condiciones estandar, las

diferentes lineas celulares fueron sembradas a la densidad celular adecuada
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segun la linea celular y el experimento y tratadas con las diferentes terapias de

CaP por un periodo de 5 dias para determinar el efecto en cada caso (Figura 20).

Las células fueron tratadas con concentraciones de 20 y 40 uM para AA (Sigma-
Aldrich, Burlington, USA, Ref. SML1527-5MG) y Enz (Sigma-Aldrich,
Burlington, USA) respectivamente. El rango de concentraciones descrito en la
literatura para ambas drogas es muy amplio: entre 5-30 pM para AA y 10-80 uM
para Enz. Seleccionamos una concentraciéon intermedia para cada fairmaco
teniendo en cuenta la concentracion fisiolégica administrada a pacientes con
CaP.

Paralos experimentos con Apa (Selleck-Chemicals, Houston, USA, Ref. R16071-
25MG) y Dctx (Selleck-Chemicals, Houson, USA, Ref. S1148) la concentracion
utilizada fue la correspondiente a su IC50 siendo 130 nM y 1.14 nM

respectivamente.

Figura 20. Esquema representativo de las condiciones de cultivo para testar la respuesta
de cada una de las lineas celulares a las distintas terapias contra el CaP. Las células se
mantuvieron en las mismas condiciones durante 24h y posteriormente se aplicaron los

distintos tratamientos durante 5 dias: Enz, AA, Apa o Dctx. Creada con BioRender.com.

1.2. Establecimiento de Modelos Celulares de Resistencia a la
Deprivacién Androgénica (R-ADT).

Para el desarrollo de la resistencia a ADT, las lineas celulares LNCaP y 22RV1
fueron cultivadas durante 6 meses con RPMI suplementado al 10% con un suero
reducido en hormonas Charcoal Stripped Serum (CSS) (Sigma-Aldrich,
Burlington, USA, Ref. s181f), como se indica en la Figura 21.
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Figura 21. Esquema representativo del proceso de generacion de modelos celulares de
resistencia a ADT. 24h después de llevar a cabo el subcultivo de las células, se realizé un
cambio de medio manteniendo las mismas condiciones, pero substituyendo el FBS por el
10% de CSS. Las lineas celulares se mantuvieron en estas condiciones a lo largo de 6 meses,
realizando los pases necesarios a cada uno de los cultivos cuando éstos asumian una

confluencia de aproximadamente el 80%. Creado con BioRender.com.

1.3. Establecimiento de Modelos Celulares de Resistencia a la
Deprivaciéon Androgénica y a los antiandrégenos de segunda linea (R-
ADT/Enz, R-ADT/AA, R-ADT/Enz+AA).

Las lineas de células tumorales resistentes a ADT y a las terapias hormonales de
segunda generacion Enz y/o AA (Novel Hormonal agents o NHA), fueron
obtenidas por la continua exposiciéon de células a ADT y a concentraciones
crecientes de los tratamientos. Los medios de cultivo con el tratamiento se
cambiaron cada 5 dias para mantener la concentracién constante del farmaco
durante el proceso de seleccion. Para evitar la letalidad inicial de ambos
tratamientos, el protocolo fue dividido en 4 fases incrementando gradualmente
en cada una de ellas la concentracién de los tratamientos con el objetivo de
seleccionar de manera progresiva las células resistentes. La resistencia al
tratamiento se adquiri6 después de 6 meses de tratamiento continuado (Figura
22). Las concentraciones finales de los NHA para el mantenimiento de lineas
celulares resistentes fueron: 20 pM para R-ADT/AA, 40 uM para R-ADT/Enzy
20 uM AA + 40 pM Enz para R-ADT/Enz+AA. En el caso de la linea celular
LNCaP no fue posible generar el modelo R-ADT/Enz+AA debido a la gran

letalidad promovida por este tratamiento.
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Figura 22. Proceso de generaciéon de modelos celulares de resistencia a ADT y a los
NHAs Enz y/o AA. Para generar los modelos de resistencia se aument6 gradualmente cada
4 pases la concentraciéon de los tratamientos. En primer lugar, las células se cultivaron en
RPMI 1640 con el 10% de CSS y con una concentraciéon de Enz y/o AA de 5uM. En el
segundo periodo del proceso las dosis de ambos tratamientos fueron aumentadas hasta
10uM. En el siguiente periodo, las células se mantuvieron en cultivo en presencia de una
concentracion de 20pM y 15uM, de Enz y/o AA respectivamente. Finalmente, se inicia la
fase final de la adquisicién de resistencia, que se alarga hasta alcanzar los 6 meses en cultivos,
en la que las dosis de los tratamientos afiadidas al cultivo son consideradas las maximas in
vitro (40uM Enz y/o 20uM AA) y equiparables a la concentracién en sangre alcanzada en los
pacientes tratados; dichas condiciones de cultivo se mantuvieron hasta el final del proyecto.
Creado con BioRender.com.

2. Generaciéon de lineas celulares shARfl, shAR-V7 y shAR-V9
inducibles por doxiciclina mediante el sistema pLKO-Tet-On

Las diferentes lineas celulares inducibles shEV, shAR-FL, shAR-V7 y shAR-V9
fueron generadas mediante la transduccion lentiviral de las lineas LNCaP WT,
LNCaP R-ADT, 22RV1 WT y22RV1 R-ADT con el vector lentiviral pLKO-Tet-
On (Addgene, Watertown, USA) (Figura 23). Este sistema inducible permite la
generacion de lineas celulares estables con la expresion de shRNAs regulable
mediante la administracion de tetraciclina (T'c) o derivados como la doxiciclina
(dox) (Sigma-Aldrich, Burlington, USA).
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Figura 23. Vector lentiviral pLKO-Tet-On.

2.1. Clonaje de pLKO-Tet-On

Los plasmidos fueron obtenidos mediante el clonaje de oligonucle6tidos
codificando el shRNA de interés y la diana para las enzimas Agel/EcoRI sobre el
esqueleto plasmidico Plko-Tet-On. Las secuencias de cebadores para AR-FL y

143

AR-V7 fueron las ya descritas por Cato y cols.', mientras que para AR-V9

fueron disefadas en el laboratorio dos secuencias diferentes (Tabla 1).

Los oligonucleétidos fueron hibridados usando tampén de hibridacion 1x (NaCl
IM, Tris-HCl 100 mM, pH=7.4) y calentados durante 5 min a 95°C. A
continuacién, fueron ligados en el plasmido pLKO-Tet-On previamente
digerido con las enzimas de restricciéon EcoRI/Agel (New England Biolabs,
Ipswich, USA) y transformados en bacterias competentes E. coli DH5a. Los
plasmidos generados fueron mandados a secuenciar con el fin de confirmar la

secuencia de silenciamiento especifica.
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Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados para los shRNAs

Agel/EcoRI Sense loop(XhoI) Antisense
FL-Fw:5’-CCGGCCTGCTAATCAAGTCACACATCTCGAGATGTGTGACTTGATTAGCAGGTTTTTG-3
FL-Rv: 5’-AATTCAAAAACCTGCTAATCAAGTCACACATCTCGAGATGTGTGACTTGATTAGCAGG-3’
V7-Fw:5’-CCGGGTAGTTGTGAGTATCATGACTCGAGTCATGATACTCACAACTACTTTTTG-3’
V7-Rv: 5’-AATTCAAAAAGTAGTTGTGAGTATCATGACTCGAGTCATGATACTCACAACTAC-3’
V9.1-FW: 5’-CCGGAGCTGCTTTTTGGAGACATTTGCCTCGAGGCAAATGTCTCCAAAAAGCAGCTTTTTTG-3’
V9.1-Rv: 5’-AATTCAAAAAAGCTGCTTTTTGGAGACATTTGCCTCGAGGCAAATGTCTCCAAAAAGCAGCT-3
V9.2-FW: 5’-CCGGTGCTTTTTGGAGACATTTGCACACTCGAGGTGCAAATGTCTCCAAAAAGCATTTTTG-3’
V9.2-RV: 5’-AATTCAAAAATGCTTTTTGGAGACATTTGCACACTCGAGTGTGCAAATGTCTCCAAAAAGCA-3’

shAR-FL

shAR-V7

shAR-V9

2.2. Produccion de particulas lentivirales y transduccion

Las particulas lentivirales fueron generadas co-transfectando células 293T con
tres plasmidos: el plasmido vector de silenciamiento (pLKO-Tet-On, pLKO-
Tet-On shAR-FL, pLKO-Tet-On shAR-V7 o pLKO-Tet-On shAR-V9) (figura
24), el plasmido de empaquetamiento pCMVR8.9 y el plasmido de envuelta
VSV-G; producidos a gran escala mediante un kit de maxi-produccién de
plasmidos (Nucleobond Xtra Maxi, Macherey-Nagel, Allentown, USA). La
transfeccion de las células empaquetadoras fue llevada a cabo con LipoD293™
(SignaGen, Frederick, Ref. 189SL100668). A las 48 horas se recogieron las

particulas lentivirales y se filtraron.

Las lineas celulares fueron transducidas con las particulas lentivirales
suplementadas con Polybrene (Sigma-Aldrich, Burlington, USA). A las 12-18
horas se sustituyd el sobrenadante con los virus por medio fresco. Al cuarto dia
post-transduccion comenzé el proceso de seleccién con 1 pg/mL de puromicina
(puro) para LNCaP WT y 2 ug/mL para el resto de lineas celulares durante 48
horas. Una vez recuperadas las células del primer proceso selectivo se repiti6
nuevamente este procedimiento para asegurar la seleccion de las células
transducidas. La expresion de los shRNA fue inducida mediante la adicion de 1

pg/mL de dox durante 5 dias, refrescando la dox cada 48 horas.
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Figura 24. shRNAs utilizados para el silenciamiento del AR y sus variantes AR-V7 y
AR-V9. A partir de pLKO-Tet-On (EV) se obtuvieron los vectores plasmidicos: pLKO-Tet-
On shAR-FL (shAR-FL), pLKO-Tet-On shAR-V7 (shAR-V7) y pLKO-Tet-On shAR-V9
(shAR-V9).

3. Caélculo de IC50: Ensayo de MTT

Para calcular la concentracién de Apa y Dctx para el tratamiento de las lineas
celulares LNCaP y 22RV1 con Apa y Dctx se calcul6 su IC50 mediante el ensayo
MTT. Este ensayo mide la actividad metabolica de las células como indicador de
viabilidad, proliferacion y citotoxicidad celular. Se trata de un método
colorimétrico estandar: el compuesto oxidado es de color amarillo y vira a violeta
intenso. El ensayo se basa en la reducciéon del compuesto bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, una sal de tetrazolio, en formazano
mediante la accion de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa (Figura
25).
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Figura 25. Reaccién de reduccién del MTT a formazano mediante la succinato
deshidrogenasa.

Para unificar la concentracién de tratamiento utilizada en los posteriores
experimentos, el ensayo de MTT para Apay Dctx fue llevado a cabo en las lineas
celulares LNCaP y 22RV1 WT. En placas de 96 pocillos se sembraron 15.000
células por pocillo sembrando 8 pocillos por condicién, y, a las 24 horas, fueron

tratadas con concentraciones decrecientes de Apa o Dctx durante 5 dias.

El rango concentraciones utilizadas para los dos tratamientos fueron las

siguientes:

e Apalutamida  (uM):  0,5-0,25-0,125-0,0625-0,0312-0,0156-0,0078-
0,0039-0,0019-0,00097

e Docetaxel (nM): 100-50-25-12,5-6,25-3,125-1,5625-0,7812-0,3906-
0,1953

Para cuantificar la reaccion, se aspird el medio de los pocillos y se afiadieron 100
uL del reactivo MTT diluido en PBS. Tras un periodo de incubaciéon de 3 horas,
el compuesto ya reducido se disolvié en 100 pL DMSO (dimetilsulféxido)
(Fisher Scientific, Waltham, USA), y se midi6 la coloraciéon mediante una lectura
espectrofotométrica a una longitud de onda de 570 nM. Finalmente, el calculo
de la IC50 para ambos tratamientos se llevo a cabo mediante la representacion
gréfica dosis-respuesta utilizando el programa GraphPad Prism™ (San Diego,
USA).

4. Cuantificacion de la expresion génica

El ARN total de las distintas lineas celulares se aisl6 usando TRI Reagent (Life
Technologies, Carlsbad, USA). La transcripcion inversa fue realizada con 1 ug
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del ARN total utilizando el kit Tanscriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche
Life Science, Penzberg, Germany). El cDNA resultante se us6 para PCR a tiempo
real a cuantitativa (QPCR) empleando iTaq Universal SYBR Green Supermix
(Bio-Rad, Hercules, USA) en los sistemas de PCR répido en tiempo real HT7900
o QuantStudio™ 6 Flex (Applied Biosystems, Bedford, USA). Las condiciones de
qPCR fueron 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 sy
60°C durante 60 s.

Los resultados de las qPCRs se analizaron utilizando el software online Thermo
Fisher Connect™ y se representaron graficamente con el programa GraphPad
Prism™. Las curvas estandar se utilizaron para evaluar la eficiencia de los
cebadores y el incremento de la expresion de los ARNm se calcul6 mediante el
método comparativo de Ct utilizando la férmula 222 y utilizando la expresion
del gen GADPH (Tabla 2) como control endégeno.

4.1. Cuantificacién de la expresion del AR-FL, AR-V7 y AR-V9y
secuenciacion de las isoformas del AR.

Para la cuantificacion del AR y sus variantes se disefiaron cebadores de acuerdo

con la estructura de las variantes de AR descritas por Kohli M. y cols.'*

,ylas ya
descritas secuencias de codificacion (CDS) de AR Full-Length y AR-V7 (Tabla

2) (Figura 26).

Figura 26. Esquema del mapa del gen del AR indicando los puntos de hibridaciéon de
los cebadores. En base a la estructura del gen del AR y de las secuencias codificantes (CDS)

ya descritas del AR full length y de las isoformas AR V7 y AR V9 se disefiaron las siguientes
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parejas de primers indicadas en el esquema. AR total FW y AR total RV nos permiten
detectar el total de las isoformas del AR ya que hibridan en los exones 1 y 2 respectivamente,
zona comun en todas las isoformas del AR. AR full length FW y AR full length RV amplifican
solo la isoforma completa del gen ya que hibridan en los exones 3 y 4 respectivamente,
estando el exén 4 tinicamente presente en la CDS del AR full length. AR V7 FW y AR V7
RV que hibridan en el ex6n 3, comtn para todas las isoformas, y en el CE3 tal que amplifican
unicamente la iso forma AR V7. AR V9 FW y AR V9 RV, que hibridan en el exén 3 y en el

CE5 dando un producto de amplificacion especifico para la isoforma AR V9.

Ademas, se quiso confirmar la amplificaciéon de las variantes de splicing AR
deseadas mediante secuenciaciéon. Primero, partiendo de muestras de cDNA de
la linea LNCaP, positiva para el AR, se realizé una PCR convencional bajo las
mismas condiciones utilizadas en las QPCR para amplificar AR-V7 y AR-V9. Los
productos obtenidos fueron separados en un gel de agarosa (Sigma) al 2% y
purificados con el kit comercial NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel,
Allentown, USA, Ref. 740588.250). Esto productos de PCR fueron subclonados
sobre el vector pCR2.1 (ThermoFisher Scientific) y posteriormente secuenciados
utilizando el cebador M13 FW (Tabla 2) en un analizador genético ABI Prism
3130 (Applied Biosystems).

4.2. Analisis de la Actividad transcripcional del AR

Laactividad transcripcional de AR se midi6 indirectamente realizando el anélisis
de expresién de un panel de genes regulados por AR (CDKI, CDK2, FGFS,
FKBP5, KLK3, NDRGI, PMEPA1, TMPRSS2y UBE2C) mediante qPCR (Tabla
2).
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Tabla 2. Lista de cebadores utilizados para

el estudio del AR y su actividad

transcripcional

Secuencia FW (5°-3") Secuencia RV (5°-3")
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGT GAAGATGGTGATGGGATTTC
M13 FW GTAAAACGACGGCCAG
AR Total CCACTTGTGTCAAAAGCGAA AAGACCTGCCTGATCTGTGG
AR-Full length TGTCCATCTTGTCGTCTTCG TTCAGATTACCAAGTTTCTTCAG
AR-V7 TGTCCATCTTGTCGTCTTCG TAGTCTGGAGAAACCT
AR-V9 TGTCCATCTTGTCGTCTTCG ACGTGATCCCAAAAGATGTG
CDK1 TTTTCAGAGCTTTGGGCACT CCATTTTGCCAGAAATTCGT
CDK2 CATTCCTCTTCCCCTCATCA CAGGGACTCCAAAAGCTCTG
FGF8 FW GACCTACCAACTCTACAGCCG CTCCTCGGACTCGAACTCTG
FKBP5 TCCCTCGAATGCAACTCTCT AAACATCCTTCCACCACAGC
KLK3 GTTGTCTTCCTCACCCTGTCC GCAGCTGTGAGGACCCACT
NDRG1 ACAACCCTGAGATGGTGGAG TGTGGACCACTTCCACGTTA
PMEPA1 AAGATGCCCTGTCCTCAGAA GTGCTGCAGGTACGGATAGG
TMPRSS2 CACTGTGCATCACCTTGACC ACACGCCATCACACCAGTTA
UBE2C ACCCAACATTGATAGTCCCTTG GCTGGTGACCTGCTTTGAGT

4.3. Andlisis de expresion de marcadores fenotipicos

La adquisicion de resistencia a los tratamientos y la progresion en el CaP se han
visto relacionadas con la presencia de CSC y EMT, asi como la adquisiciéon de

un fenotipo neuroendocrino.

Para estudiar estos fendmenos se cuantificé la expresién de un panel de genes
especificos de CSC (NANOG, Oct3/4, REX1, SOX2, CD44 y CD38), EMT
(Vimentina, SNAIL, SLUG, SMAD2, ITGA2, E-Cadherina) y fenotipo
neuroendocrino (CHGA, NSE, SYP, NCAM1, Ki67 y FOXA2) mediante qPCR

utilizando los ceberadores descritos (Tabla 3).
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Tabla 3. Lista de cebadores utilizados para los andlisis de fenotipo.

Secuencia FW (5°-37)

Secuencia RV (57-3")

NANOG TGCAGTTCCAGCCAAATTCTC CTAGTGGTCTGCTGTATTACATTAAGG
OCT3/4 AGTGAGAGGCAACCTGGAGA ACACTCGGACCACATCCTTC

SOX2 TCAGGAGTTGTCAAGGCAGAGAAG  CTCAGTCCTAGTCTTAAAGAGGCAGC | O
REX1 CAGATCCTAAACAGCTCGCAGAAT GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA ch
CD44 GGGAGTCAAGAAGGTGGAGC AGCTCCATTGCCACTGTTGA

CD38 GCGATGCGTCAAGTACACTG AGGTACGGTCTGAGTTCCCA
Vimentina CCAGGCAAAGCAGGAGTC CGAAGGTGACGAGCCATT

SNAIL1 GCTGCAGGACTCTAATCCAGA ATCTCCGGAGGTGGGATG

SLUG TGGTTGCTTCAAGGACACAT CAAATGCTCTGTTGCAGTG E
SMAD2 AGTGTGTAAAATTCCACCAG ATTCTAGTTAGCTGATAGACGG !
ITGA CCCGAGGGCATTGAAAACAC CGGATAGTGCCCTGATGACG
E-Cadherina CCCGGGACAACGTTTATTAC GCTGGCTCAAGTCAAAGTCC

CHGA GCTCCAAGACCTCGCTCTCC CCTGATTGTTCCCCTCAGCCT Z
NSE GGCACTCTACCAGGACTTTG GCGATGACTCACCATAACCC g
SYP GTGCTGCAATGGGTCTTCG CCGTGGCCAGAAAGTCCAG §
CD56 AGGAGACAGAAACGAAGCCA GGTGTTGGAAATGCTCTGGT 8“
Ki67 CTGGGTTACCTGGTCTTAGTTC GAGGCTGTTCCTTGATGATTT é
FOXA2 CACCAACCCCACAAAATGGACC CTCTCTCACTTGTCCTCGATCC =

5. Expresion proteica: Western-Blot

Las células fueron lisadas en RIPA buffer (Sigma-Aldrich, Burlington, USA)
suplementado con inhibidores de proteasas como PMSF (Phenylmethylsulfonyl
Fluoride), Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Penzberg, Germany,
Ref. 697498001), un estabilizador de proteinas como DTT (Dithiothreitol),
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 y Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 (Sigma-
Aldrich, Burlington, USA, Ref. P5726-1ML). Posteriormente se realiz6 la
cuantificaciéon proteica mediante el método de Bradford en un Infinite® 200 PRO
NanoQuant (TECAN, Ziirich, Switzerland) utilizindose Albumina Serina

Bovina (BSA) como proteina de referencia.

Tras el lisado, se sometieron 20 pg de extracto proteico a electroforesis mediante
el método SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
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Electrophoresis) en geles de poliacrilamida al 8%. Posteriormente se realizo la
transferencia proteica en membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules,
USA). Las membranas fueron bloqueadas en buffer de bloqueo (5% leche en
Tris-buffered saline y 1% Tween-20) e incubadas con los anticuerpos primarios
(Tabla 4) a 4°C overnight. Como control de carga se uso el anticuerpo anti-f-
Actin (clone AC-15; Sigma-Aldrich, Burlington, USA, Ref. A5441). Los

anticuerpos secundarios se incubaron por 1 h a temperatura ambiente.

Tabla 4. Anticuerpos para Western Blot utilizados en este trabajo.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

TARGET REF DILUCION

AR ab133273 1:1000

FGF-8 sc-293479 1:1000
PMEPA1 sc-293372 1:1000
NDGRI1 sc-100786 1:500
PSA sc-7316 1:500
ACTIN A2066 1:1000

ANTICUERPOS SECUNDARIOS
Goat anti-ms HRP ab97023 1:5000
Goat anti-tb HRP ab97051 1:5000

Las diferentes proteinas analizadas fueron detectadas con el sistema Odyssey y

las imagenes fueron analizadas usando Image J.

6. Estudios de proliferacion celular

El efecto de los diferentes tratamientos sobre la proliferacion celular se evaluo
mediante el ensayo Real-Time Cell Monitoring Assays (RTCA) (xCELLigence;
ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA, USA) y/o el tiempo de duplicacion

celular.
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6.1. Proliferacion celular a tiempo real (RTCA)

El xCELLigence” RTCA es una técnica no invasiva que mediante la medicion de
la impedancia eléctrica (resistencia al paso de corriente) permite cuantificar la

proliferacién celular a tiempo real (Figura 27).

Figura 27. Representacion grafica de un cultivo celular en un pocillo de una E plate®.
Los E-Plate® presentan microelectrodos de oro en la base de cada uno de sus pocillos y,
cuando éstos se llenan con una solucién que permite la conduccién eléctrica (medios de
cultivos celulares, por ejemplo), los electrones se mueven del polo negativo al positivo. La
presencia de células adheridas dificultard el flujo eléctrico de manera mds o menos
significativa dependiendo del ntimero de células, del tamaiio y de la morfologia de las
mismas y de su capacidad de adhesién. Lo que permite registrar la proliferacién celular como

una media del cambio en la impedancia.

Se sembraron 10.000 células por pocillo en el caso de las PC-3 y 15.000 células
por pocillo en el resto de lineas celulares en un volumen final de 200 pL. Se
mantuvieron en sus condiciones normales de cultivo 24 horas. Transcurrido ese
tiempo se les aplico el tratamiento correspondiente a las células y fueron
analizadas en el RTCA durante 5 dias. Se tomaron medidas de la impedancia
cada hora, que fueron registradas como una medida del indice celular (IC). Se
realizaron al menos 4 repeticiones experimentales para cada condicion
experimental. Los datos fueron relativizados con respecto a las células control y

representados graficamente utilizando el programa GraphPad Prism™.

6.2. Tiempo de duplicacion celular

El tiempo de duplicacion celular se realizé sembrando 75.000 células por pocillo

en el caso de la linea celular LNCaP y 100.000 en el caso de las 22RV1 en placas
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de 12 pocillos. Al dia siguiente se trataron las células con Apa o Dctx, y a los 3
dias fueron contadas y se volvieron a sembrar el mismo numero. El
procedimiento se repiti6 3 veces. Se realizaron al menos 3 réplicas

experimentales de cada condicion.

Los datos fueron representados en GraphPad Prism™y el tiempo de duplicacién

fue calculado mediante la calculadora de la pagina https://www.doubling-

time.com .

7. Andlisis del ciclo celular con IP

Se analiz6 el efecto de la generacién de resistencia y de los diferentes
tratamientos en el ciclo celular mediante citometria de flujo (FACS) con Yoduro
de Propidio (PI). El PI es un agente intercalante fluorescente que se introduce
entre las bases nitrogenadas del ADN y permite analizar el contenido de ADN

nuclear en las células por FACS.

Las lineas celulares se recolectaron, se lavaron con PBS frio, se fijaron en etanol
al 70% frio y fueron conservadas overnight a -20°C. Inmediatamente antes del
analisis en FACS, se realizaron dos lavados con PBS frio y se tifieron las células
con una solucién de tincién (PI 5 pg/mL, NP-40 0,05%, EDTA pH 8.0 3 mM,
RNAsa 200 ug/mL y PBS).

La distribucién del ciclo celular fue analizada en el BD FACSVerse™ flow
cytometer. Se midi6 la intensidad fluorescente, que indica la ploidia N y 2N, y
estas se representaron como indicadores de las fases GO/Gl y G2/M,
respectivamente, utilizando el programa BDFACSuite™ para la adquisicién y
FlowJo™ (Flow]Jo, LLC-BD Bioscience, Bedford, USA) y GraphPad Prism™ para

el anilisis y la representacion.

8. Ensayos de migracion e invasion

Las células se resuspendieron en medio RPMI sin suplementar a una densidad
de 200.000 células/mL. Se sembraron 200 pL de la suspension celular en la parte

superior de un transwell de 24 pocillos con un tamaiio de poro de 8 um (Merck
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Millipore, Burlington, USA, Ref. 10002433) Mientras que en la cdmara inferior
se pusieron 700 uL de medio RPMI suplementado con FBS al 10%. Las células se
mantuvieron bajo estas condiciones durante 48 h. Luego, las células del
compartimento superior del transwell fueron retiradas del pocillo usando
hisopos humedos. Por otro lado, las células que habian migrado al lado inferior
del transwell fueron fijadas en metanol y teflidas con una solucién de cristal

violeta al 0,5%.

Para ensayos de invasion celular, se realiz6 el mismo método, con la excepcion
de que una capa de Matrigel™ Matrix (BD Biosciences, Bedford, USA, Ref.
354234) simulando una matriz extracelular, se agregé en la parte superior del

transwell.

Para calcular las tasas de migracién/invasion, el numero total de células por
inserto fue determinado calculando el numero de células por el drea del campo
de vision del microscopio. Un promedio de 5 campos aleatorios con un aumento
de 10x utilizando un microscopio (Olympus, Tokio, Japdn) se utilizé para
estimar el numero de celdas por campo. Entonces, el nimero total células se
volvié a calcular para toda el area del inserto transwell. Los resultados se
expresaron como el numero de células capaces de atravesar el transwell por cada

100.000 células sembradas de 3 réplicas experimentales independientes.

9. Ensayos de clonogenicidad

La clonogenicidad fue evaluada sembrando 800 células/pocillo en el caso de las
células LNCaP y 1.000 células/pocillo en el caso de las 22RV1 en placas de 6
pocillos. A las 24 horas las células fueron tratadas con el farmaco
correspondiente (Apa o Dctx) y 5 dias mads tarde se sustituyd el medio con
tratamiento por medio fresco. A los 12 dias las colonias fueron fijadas con etanol
frio al 70% por 15 min y, posteriormente, tefiidas con una solucién al 0.05% de
Cristal Violeta. Por ultimo, los pocillos fueron lavados 3 veces con agua y se
dejaron secar por completo. Se realizaron al menos 3 replicas experimentales

independientes por condicion.
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La capacidad clonogénica fue cuantificada mediante el drea ocupada midiendo
la intensidad de sefial con el sistema de imagen infrarrojo Odyssey (Li-cor
Bioscience, Lincoln, USA) y mediante el numero de colonias formadas,
calculando el numero de colonias por el drea del campo de vision del
microscopio. Un promedio de 5 campos aleatorios con un aumento de 10x
fueron utilizados para estimar el numero de colonias por campo.
Posteriormente, el numero total de colonias se volvio a calcular para toda el drea
del pocillo de 6 extrapolando el promedio de colonias en los diferentes campos
utilizando la razén de proporcionalidad de areas. Los resultados fueron

representados graficamente utilizando el programa GraphPad Prism™.

10. Analisis Estadistico

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo en GraphPad Prism™ (versi6n
9.3.1 para Windows). Todos los experimentos fueron realizados por triplicados,
al menos que no se especifique lo contrario, y los datos fueron expresados como
media y SD. La comparacion estadistica llevada a cabo fue realizada mediante el
test t-student no pareado Kolmogorov-Smirnov y Two-way Anova (test de
comparacion multiple). Para los experimentos de proliferacion se usé el modelo
de regresion no lineal (polindmico de segundo orden), ademas se compar¢ la
proliferacion a tiempo final. Los valores fueron considerados estadisticamente
significativos cuando alcanzaban los siguientes valores: p<0.05 *, p<0.01 ** y
p<0.001 ***.
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GENERACION DE MODELOS CELULARES DE
RESISTENCIA A LA DEPRIVACION ANDROGENICA.

1.1. Clonaje y secuenciacién de los productos de amplificacion de
las variantes AR-V7y AR-V09.

Para el disefio de cebadores especificos, se anotaron las secuencias de los ARNm
maduros de AR-FL, AR-V7y AR-V9indicando la secuencia que se correspondia
con cada uno de los dominios proteicos. Para asegurarnos de la especificidad de
los cebadores disefiados, partiendo del cDNA de la linea celular LNCaP, se
realizo un clonaje de los productos de amplificacién de ambas variantes en el
plasmido pCR2.1 y, posteriormente, fueron secuenciados para confirmar su

especificidad.

Figura 28. Resultado del alineamiento de las regiones codificantes (CDS) de las
variantes AR-V7 y AR-V9 vy los electroferogramas de los productos secuenciados.
Ejemplos representativos de los alineamientos positivos obtenidos entre los productos

clonados que fueron secuenciados, de las variantes AR-V7 (A) y AR-V9 (B).
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Generacién de modelos celulares de resistencia a la deprivaciéon androgénica

Los resultados de secuenciacién obtenidos permiten demostrar que el producto
amplificado al utilizar estos cebadores se corresponde con una secuencia
unicamente presente en la variante para la cual habian sido disefiados (Figura
28). Ademas, los resultados de las curvas de disociacion (melting curves)
obtenidas tras realizar las QPCRs nos permitieron confirmar que el producto

amplificado era especifico y tnico.

1.2. Andlisis genético y funcional de la respuesta de las lineas
celulares de cancer de prostata a ADT, Enz y AA como primera
linea de terapia.

En primer lugar, se analizo el efecto de la terapia de deprivacion androgénica
(ADT) sobre las lineas celulares de CaP LNCaP, 22RV1 y PC3. La terapia de
ADT produce una disminucion sobre la tasa de proliferacion en las dos lineas
celulares sensibles a andrégenos (51% y 24% para LNCaP y 22RV1,
respectivamente), mientras que la linea celular PC3 no muestra diferencias
respecto a las células control a nivel de proliferacion (Figura 29A). En cuanto al
andlisis de ciclo celular, se observa una parada de ciclo celular en la fase Go/G;
tanto en las LNCaP como en las 22RV1. Ademas, en las células LNCaP esta
parada en Go/G; va acompafiada por una induccién de muerte celular detectada
por la presencia de un pico Sub-Gg lo que nos indica que esta linea celular es mas
sensible a ADT que las 22RV1. Como se ha descrito anteriormente, no se observa
parada de ciclo celular o muerte celular en las células PC3, confirmando su

resistencia al tratamiento ADT (Figura 29B).

Por otro lado, los andlisis genéticos mostraron que, en el caso de las LNCaP hay
un aumento de los niveles de ARNm del AR total y el AR-FL, mientras la
expresion de la mayoria de los genes diana del AR se ve disminuida (Figura
29C). Paralalinea celular 22RV1, no se observa una sobreexpresion del AR total
y el AR-FL, mientras los niveles de las isoformas AR-V7y AR-V9se encuentran
ligeramente elevados (Figura 29C). Ademads, la mayoria de los genes diana del
AR mantienen sus niveles de expresién similares a las células no tratadas.
Finalmente, en las células PC3 los niveles de AR total, AR-V9, FKBP5, PMEPAI
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y TMPRSS2 se encuentran incrementados dos veces respecto al control (células
PC3 crecidas con FBS) (Figura 29C). Asimismo, AR-V7y algunos de los genes
diana del AR (FGF8, KLK3y NDRGI) no fueron detectados en esta linea celular

resistente.

Figura 29. Respuesta de las lineas celulares silvestres a la deprivacion androgénica.
Proliferacidn, ciclo celular y cuantificacién del AR-FL, AR-V7, AR-V9 y algunos de
sus genes diana. (A) Andlisis de la proliferacién celular mediante xCELLigence. Resultados
normalizados considerando 100% el valor de indice celular final de las células control
creciendo en presencia de suero con hormonas (n=3 +SD). (B) Resultados del anélisis del
ciclo celular. El grafico de barras muestra los porcentajes correspondientes a cada fase del
ciclo celular (n=3 £SD). (C) Analisis de expresion mediante qPCR. Los resultados mostrados
estan normalizados respecto al control endégeno (GAPDH) y en referencia a las células
control crecidas en presencia de suero con hormonas. Las barras de error se corresponden a

la SD calculada de las réplicas independientes.
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Generacién de modelos celulares de resistencia a la deprivaciéon androgénica

Cuando se estudiaron los niveles de proteina del AR y sus genes diana, en la linea
LNCaP se observo un patrén opuesto a su expresion de ARNm, disminuia la
expresiéon proteica del AR y de algunos de sus genes diana (PSA, FGF8 y
PMEPA1) (Figura 30). En el caso de la linea celular 22RV1, tal y como ocurre
con la expresion de ARNm, los niveles de proteina del AR y el resto de genes
estudiados no se vio afectada. Por ultimo, en las células PC3 no se detecta el AR,
mientras hay un aumento en la expresion proteica de los genes diana (PSA,
NDRGI, FGF8 y PMEPAT1) (Figura 30).

Figura 30. Expresion proteica del AR y sus genes diana en lineas celulares de CaP
tratadas con ADT. Los niveles de proteina fueron cuantificados mediante western-blot. Se
uso B-Actina como control de carga. Los resultados mostrados estdn normalizados respecto

alalinea control sin tratar.

Una vez los pacientes desarrollan CRPC, se administran las terapias con los

NHAs Enz o AA. Para comprender los mecanismos moleculares detras de estas
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terapias, tratamos las lineas celulares de CaP con Enz (40 uM), AA (20 uM) o la
combinaciéon de ambas durante 5 dias. Cuando se analizé la proliferacion
celular, observamos que AA es significativamente mas eficiente reduciendo la
tasa de proliferacién que Enz en ambas lineas celulares LNCaP (20% vs. 41.4%;
p < 0.05) y 22RV1 (41.5 vs. 79.5%; p < 0.05) (Figura 31A). Ademas, la
combinacién de Enz y AA tiene un efecto sinérgico en la inhibicién de la
proliferacion celular en comparacion con el tratamiento exclusivo con Enz o AA
en LNCaP (3,1% vs. 41.4% para Enz, 3.1% vs. 20% para AA; p < 0.05) y para
22RV1 (28.9% vs. 79.5% para Enz, 28.9% vs. 41.5% para AA; p < 0.05) (Figura
31A). Nuevamente, las células LNCaP son mas sensibles a la terapia con NHA
que las 22RV1. Por el contrario, en las células PC3 no se observan diferencias a
nivel de proliferacién (Figura 31A), demostrando que esta linea celular también

es resistente a NHA.

Asimismo, el andlisis del ciclo celular demostré que tanto las células LNCaP
como las 22RV1 son inicialmente sensibles al tratamiento exclusivo con Enz o
AA. Ambos farmacos inducen una parada de ciclo celular en Go/Gy, asi como
muerte celular (fase SubGy), mientras que la combinacién con ambos produce
un incremento dramatico de la muerte celular en ambas lineas celulares (Figura
31B). En cambio, la linea celular PC3 es resistente a ambos tratamientos de
forma individual o en combinacién, ya que no se observé ni una parada del ciclo
celular en Go/G; ni muerte celular, confirmando ser independiente de

andrégenos.
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Figura 31. Respuesta de las lineas celulares LNCaP, 22RV1 y PC3 a Enz y AA. (A)
Andlisis de la proliferacion celular usando xCelligence. Los resultados estan normalizados
considerando el valor a los 5 dias de las células sin tratar el 100% (n=4 £SD). (B) Resultados
del analisis del ciclo celular. El gréfico de barras muestra los porcentajes correspondientes a
cada fase del ciclo celular (n=3 £SD).

En cuanto a las alteraciones en la expresion de ARNm en el eje del AR, no se
observé una represion transcripcional del AR total y AR-FL respecto al control
en las LNCaP tratadas con Enz. Sin embargo, si que se produjo una disminucién
(>50%) en los niveles de expresion de AR-V7, AR-V9y el resto de genes diana
del AR estudiados (Figura 32A). En relacion al tratamiento con AA en las
células LNCaP, observamos una disminucién considerable de la expresion del
AR total, AR-FL y las isoformas AR-V7 and AR-V9, y como consecuencia, una
reduccion en la mayoria de los genes diana estudiados (Figura 32A). Ademas,
al comparar el efecto de Enz vs. AA observamos que AA induce una mayor
represion que Enz en los niveles de la mayoria de los genes analizados.
Sorprendentemente, el tratamiento combinado con E+AA promueve la
sobreexpresion de AR-V7 y AR-V9, mientras los niveles de AR-FL fueron
ligeramente reprimidos. A pesar del gran aumento en la expresion de estas dos
variantes, la expresion de la mayoria de los genes diana del AR estudiados
disminuyd, lo que sugiere que ni la expresion de AR-V7 ni de AR-V9 es

necesaria para promover los cambios de expresidn de los genes diana de AR.
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El tratamiento de la linea celular 22RV1 con Enz produce la represién de todos
los genes: ARFL, AR total, AR-V7, AR-V9y los genes diana del AR. En cambio,
las células 22RV1 tratadas con AA no muestran una variacion considerable en
la expresion de AR FL, AR total, AR-V7, AR-V9, pero si se observa una clara
disminucion de los genes diana del AR. De nuevo, como ocurria con las células
LNCaP, el tratamiento combinado (E+AA) promueve un aumento significativo
de la expresion de las variantes AR-V7 y AR-V9y, aunque en menor medida,
del AR-FL y AR total (Figura 32B). Este efecto se vio acompanado por un

mantenimiento o incluso un aumento en la expresion de los genes diana de AR.

Finalmente, el tratamiento de la linea celular resistente PC3 mostro patrones de
expresion de ARNm opuestos a las lineas sensibles LNCaP y 22RVI. El
tratamiento con Enz indujo un incremento en la expresion de AR-V9, FKBP5y
PMEPA]1, mientras la expresion de AR-V7 desaparecié como ya se describio
previamente en el tratamiento con ADT (Figura 32C). En cambio, el
tratamiento con AA no produjo ningtin cambio en la expresion de las isoformas
del AR, mientras promovié la induccién de los genes diana del AR. Por dltimo,
el tratamiento combinado (Enz+AA) indujo la represion en la expresion de las
isoformas del AR, aunque los genes diana no mostraron un patrén de expresion
claro (Figura 32C).
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Figura 32. Cuantificacion del AR, AR-V7, AR-V9 y algunos de sus genes diana en
respuesta a Enz y AA. Las lineas celulares LNCaP (A), 22RV1 (B) y PC3 (C) fueron tratadas
durante 5 dias con 40 pM de Enz, 20 uM de AA o la combinacién de ambas. Los resultados
mostrados estdn normalizados respecto al control endégeno (GAPDH) y en referencia al
grupo control (células sin tratar). Las barras de error se corresponden a la SD calculada de

las réplicas.

Contrariamente a lo que ocurre a nivel de ARNm, en la linea LNCaP se produce
una disminucién en los niveles de proteina del AR y sus genes diana, mientras
el resto de genes diana se mantienen en los tratamientos con Enz y AA. Ademas,
cuando se tratan las células con la combinacién de Enz y AA, no se detecta el
AR, pero hay un aumento en algunos de los productos de los genes diana
estudiados (NDRG1 y FGF8) (Figura 33A).
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Cuando analizamos los niveles de proteina de la linea 22RV1 tratadas con Enz,
AA ola combinacién Enz+AA, tal y como ocurria con las LNCaP, no se observa
una correspondencia con los niveles de ARNm. Con el tratamiento con Enz y
AA se mantienen niveles proteicos similares al control sin tratar, solamente se
observa un aumento drastico en la expresion proteica de PMEPA1 cuando se
tratan las células con AA, mientras con el doble tratamiento (Enz+AA) se

observa una reduccién en la expresion proteica (Figura 33B).

Por dltimo, se cuantificaron los niveles de proteina del AR y sus genes diana en
la linea PC3 tratada con Enz, AA o Enz+AA. Mientras no se detecté en ningun
caso el AR, el resto de genes se mantuvieron estables con los tres tratamientos

(Figura 33C). Confirmando que esta linea celular es independiente del AR.

Figura 33. Expresion proteica del AR y sus genes diana en lineas celulares de CaP
tratadas con Enz, AA o Enz+AA. Los niveles de proteina fueron cuantificados mediante
western-blot. Se usé P-Actina como control de carga. Los resultados mostrados estdn

normalizados respecto a la linea control sin tratar.
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1.3. Generacion de modelos de resistencia a la deprivacion
androgénica (R-ADT)

Para generar un modelo celular que represente in vitro la progresiéon a CRPC,
las lineas celulares LNCaP y 22RV1 fueron cultivadas en ausencia de hormonas
esteroideas (CSS) durante 6 meses. Las lineas celulares generadas fueron
denominadas LNCaP R-ADT y 22RV1 R-ADT respectivamente (Figura 34). La
adquisicion de la resistencia fue evaluada mediante ensayos de proliferacion y

fueron caracterizadas morfolégica y funcionalmente.

Figura 34. Imagenes de microscopia 6ptica de las células control y R-ADT. No se
observan diferencias morfoldgicas entre las lineas celulares silvestres y las resistentes (R-
ADT) tanto en las LNCaP (A) como en las 22RV1 (B).

Las lineas celulares generadas LNCaP R-ADT y 22RV1 R-ADT son capaces de
crecer eficientemente en ausencia de androgenos. LNCaP R-ADT muestra una
tasa de proliferacion significativamente mayor que la linea LNCaP silvestre

(243.9% vs. 100%, p<0.05), asi como menor tiempo de duplicacion (62 vs. 46
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horas) (Figura 35A). Mientras que las células 22RV1 R-ADT presentan una tasa
de proliferacién y, por ende, un tiempo de duplicacidon similares a la de su linea
control (103% y 49 horas vs. 100% y 48 horas, respectivamente) (Figura 35A).
En cuanto al ciclo celular, ambas lineas control y R-ADT muestran una
distribucion del ciclo celular similar (Figura 33B). Destacablemente, las células
LNCaP R-ADT ya no presentan la muerte celular inducida por ADT que se
observaba en las LNCaP WT.

Figura 35. Caracterizaciéon de las lineas resistentes LNCaP R-ADT y 22RV1 R-ADT
(Modelos de R-ADT). (A) Anadlisis de la proliferacién celular usando xCelligence.
Resultados estandarizados considerando el valor final de las lineas control el 100% (n=4
1SD). (B) Analisis del ciclo celular en las lineas de CaP silvestres y resistentes (R-ADT). Las

graficas de barras muestran el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo (n=3 +SD).

En las LNCaP R-ADT, la adquisicion de resistencia a ADT estd asociada a un

aumento de seis veces del AR total y AR-FL a nivel de ARNm, mientras las
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variantes AR-V7 and AR-V9 solo se incrementaron ligeramente (Figura 36A).
Ademas, se observd una sobreexpresion de varios genes diana del AR (FKBP5,
NDRGI1 y TMPRSS2). En el caso de las 22RV1 R-ADT, la expresiéon de las
variantes del AR (AR total, AR-FL, AR-V7y AR-V9) se vio consistentemente
incrementada en las células 22RV1 R-ADT (Figura 36A). De nuevo, esta
induccion se ve reflejada en un aumento general de la expresion de la mayoria
de los genes diana del AR (Figura 36A).

También se estudiaron los niveles de proteina para el AR y algunos de sus genes

diana en los modelos de resistenciaa ADT (R-ADT). En el caso de la linea celular
LNCaP, al contrario del perfil de expresion de ARNm, se produjo una
disminucion en la expresién proteica tanto del AR como de sus genes diana
(PSA, NDRGI, FGF8 y PMEPA1). Ademas, no se detecto la isoforma AR-V7.
Del mismo modo, en las células 22RV1 R-ADT la expresioén proteica tampoco
se correspondia con la expresion de ARNm y no se observaron cambios en el
nivel de proteina del AR y la isoforma AR-V7 o y la mayoria de genes diana de
AR estudiados (Figura 36B).
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Figura 36. Expresion del AR y sus genes diana en los modelos de resistencia a ADT
(LNCaP R-ADT y 22RV1 R-ADT). (A) Anélisis por qPCR de las variantes del ARy de sus
genes diana tras la adquisicion de resistencia. Los resultados estan normalizados respecto a
un control endégeno (GAPDH) y referenciados a las lineas celulares silvestres. Las barras de
error se corresponden a la SD calculada de los triplicados. (B) Los niveles de proteina fueron
cuantificados mediante western-blot. Se us6 B-Actin como control de carga. Los resultados

mostrados estan normalizados respecto a sus respectivas células silvestres.

1.3.1. Respuesta de los modelos de resistencia a ADT a los
tratamientos de segunda linea Enz y AA.

Una vez obtenidos los modelos de resistencia a ADT, quisimos evaluar si la
adquisicion de resistencia condicionaba la respuesta a las terapias con NHA.
Para ello, se administraron Enz y AA como segunda linea de tratamiento tras la
adquisicion de resistencia (Figura 37). En las células LNCaP R-ADT, se observo

una mayor tolerancia a Enz, mostrando un crecimiento relativo del 55.5%
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comparado con las células sin tratar. En el caso del tratamiento con AA, la tasa
de proliferacién relativa a la linea sin tratar fue del 45,8%. La combinacion de
Enzy AA también fue analizada, observandose una tasa de proliferacion relativa
del 23%. Estos resultados sugieren que la adquisicion de resistencia a ADT en la
linea LNCaP promueve un aumento de la tolerancia a NHAs como segunda linea

de tratamiento (Figura 37A).

En cuanto a las 22RV1 R-ADT, al ser tratadas con Enz se mantuvo una tasa de
proliferacién relativa del 88.5%, mientras que el tratamiento con AA produjo
una disminucién de la proliferacion a un 44,2% respecto al control 22RV1 R-
ADT (Figura 37B). Cuando se analizé el efecto del tratamiento combinado (Enz
+ AA), las tasas de proliferacion fueron similares a las del tratamiento individual
con AA, lo que sugiere que el efecto del tratamiento con Enz se ve enmascarado
por el tratamiento con AA (39,8% vs. 44.2% para Enz + AA y AA,
respectivamente). De nuevo, la adquisicion de resistencia a ADT aumenta la

supervivencia a NHAs en las células 22RV1.

Figura 37. Respuesta de los modelos R-ADT a los tratamientos de segunda linea Enz y
AA. Las lineas celulares LNCaP R-ADT (A) y 22RV1 R-ADT (B) fueron tratadas con 40 um
Enz (R-ADT + Enz); 20 uM AA (R-ADT + AA) y 40 uM Enz + 20 pM AA (R-ADT Enz +
AA) durante 5 dias. Los resultados estan estandarizados considerando el valor final de las
lineas control el 100%. Los datos mostrados se corresponden a la media + SD calculada de

los cuadruplicados de cada condicién.
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1.4. Generacién de modelos de resistencia a ADT y a los
tratamientos de segunda linea Enz y AA (Modelos concomitantes
R-ADT/NHAs)

La mayoria de pacientes tratados con Enz o AA desarrollan resistencia entre 9y
15 meses después de comenzar el tratamiento. Para analizar el efecto del uso
concomitante de ADT en combinacién con NHAs, las lineas de CaP LNCaP y
22RV1 fueron cultivadas con CSS y concentraciones crecientes de Enz o AA
(Figura 38). Tras 6 meses de seleccion, se evalué la proliferacion celular de los
nuevos modelos generados, asi como la expresion génica de las variantes de AR

y sus genes diana.

Figura 38. Imagenes de microscopia 6ptica de los modelos celulares de resistencia a
ADT y NHAs (Enz y/o AA). Alaizquierdalas LNCaP y ala derecha las 22RV1. Todas las
lineas celulares generadas fueron capaces de crecer en presencia de ADT y los diferentes

tratamientos (Enz o AA) y no presentaron diferencias morfologicas.
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En el caso de las LNCaP, cuando se utiliz6 Enz en combinacién con ADT, la tasa
de proliferacion de las células LNCaP R-ADT/Enz fue ligeramente inferior a la
de la linea celular control y presentaron una curva de proliferacion
significativamente diferente (86% vs. 100%, p<0.05) (Figura 39A). Sin embargo,
cuando se analizd el tiempo de duplicacion de las células a lo largo de los pases,
se observo que éste era inferior al de las células silvestres (49 vs. 62) (Figura
39B).

La combinaciéon de AA con ADT promovia el mismo efecto. La tasa de
proliferaciéon de la linea LNCaP R-ADT/AA también disminuy6 en
comparacion con las células silvestres LNCaP (72% vs. 100%) (Figura 39A),
mientras que el tiempo de duplicacion con los pases disminuyé respecto a la
linea silvestre (44 vs. 62) (Figura 39B). Destacablemente, las células LNCaP no
fueron capaces de proliferar de manera estable bajo el tratamiento concomitante
de Enzy AA con ADT, ya que la exposicion prolongada a ambos medicamentos
en condiciones de deprivacion androgénica producia una parada del ciclo
celular y la induccién de muerte celular que imposibilitd el establecimiento de

esta linea celular.

En cambio, en la linea celular 22RV1 si se pudieron establecer los tres modelos
concomitantes de resistencia. La linea 22RV1 R-ADT/Enz mostré6 mayor
proliferacién que las células 22RV1 silvestres (107.9% vs. 100%; p<0.05) y un
tiempo de duplicaciéon similar (53 horas vs. 49 horas), mientras que las células
22RV1 R-ADT/AA mostraron menor tasa de proliferaciéon que su control
(73.1% vs. 100%; p<0.05), aunque presentaron un tiempo de duplicacién con los

pases muy similar a la linea control (43 horas vs. 49 horas) (Figura 39A-B).

En cuanto al doble tratamiento con Enz y AA, las células 22RV1 R-ADT/Enz +
AA mostraron una tasa proliferativa significativamente inferior a la linea celular
silvestre (51.9 vs. 100%; p<0.05) (Figura 39A), lo que sugiere que la
combinacién de ambos farmacos en condiciones de deprivacién androgénica

potencia la inhibicion de la proliferacion celular mediada por AA.
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Figura 39. Caracterizacién de las lineas resistentes a NHAs (R-ADT/Enz, R-ADT/AA
and R-ADT/Enz + A). (A) Anilisis de proliferacién usando xCELLigence en LNCaP (panel
izquierdo) y 22RV1 (panel derecho). Los resultados estan estandarizados considerando el
valor final de las lineas control el 100%. Los datos mostrados se corresponden a la media +
SD calculada de los cuadruplicados hechos de cada condicién. (B) Tiempo de duplicacién
celular. Los datos mostrados han sido normalizados respecto al namero de células inicial
sembradas en cada pase (n=3 £SD). El tiempo de duplicacién calculado representa la media

de los 3 tiempos de contaje realizados.

En cuanto al andlisis de expresion, en la linea LNCaP R-ADT/Enz se detecté un
aumento significativo en la expresion del AR total y el AR-FL, asi como en los
genes diana KLK3 and TMPRSS2 (p<0.05), mientras el resto de genes diana del
AR mantuvieron niveles similares a la linea silvestre (CDK2, FKBBS, NDRG1
and PMEPA1) (Figura 40A). Los analisis de qPCR en las LNCaP R-ADT/AA
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mostraron un incremento en el perfil de expresiéon de AR-FL, mientras las
variantes AR-V7y AR-V9 disminuyeron (Figura 40A).

Figura 40. Expresion del AR y sus genes diana en los modelos de resistencia
concomitantes (R-ADT/E, R-ADT/AA y R-ADT/E+AA). Anilisis por qPCR de las
variantes del ARy sus genes diana tras la adquisicion de resistencia en LNCaP (A) y 22RV1
(B). Los resultados estin normalizados respecto a un control endégeno (GAPDH) y
referenciados a las lineas celulares silvestres. Las barras de error se corresponden a la SD

calculada de los triplicados.
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En el caso de los modelos de resistencia de la linea 22RV1, cabe destacar que el
tratamiento concomitante con ADT y AA, Enz o el doble tratamiento Enz + AA
produce un incremento general de los niveles de expresion de AR-FLy AR-V7.
Ademas, en las células 22RV1 R-ADT/AA y 22RV1 R-ADT/Enz + A también se
observéd un aumento en la expresion de AR-V9, mientras que en las células
22RV1 R-ADTY/E esta variante especifica desaparece (Figura 40B). En general
los tres modelos celulares de 22RV1 mostraron un aumento consistente de la
expresion de diversos genes diana del AR, como FKBP5, PMEPA1y TMPRSS2
(Figura 40B).

1.4.1. Respuesta de los modelos de resistencia concomitantes (R-

ADT/NHAs) al tratamiento de segunda linea alternativo.

Una vez se establecieron los modelos celulares de resistencia a R-ADT vy los
tdirmacos de segunda linea Enz y AA, evaluamos la sensibilidad de cada linea
celular al tratamiento con el NHA alternativo. La tasa de proliferacion en las
células LNCaP R-ADT/E tratadas con AA fue incluso ligeramente superior a la
proliferaciéon en presencia solo de Enz (117.4% vs. 100%) (Figura 41A panel
izquierdo), mientras la linea celular LNCaP R-ADT/AA mantuvo una tasa de
proliferacion similar en presencia de Enz o AA (92.6% vs. 100%) (Figura 41A

panel izquierdo).

En cuanto al andlisis de la expresion génica, el uso secuencial de AA tras la
adquisicion de resistencia a ADT y Enz (LNCaP R-ADT/E + Abiraterona) no
produjo grandes cambios en el perfil de expresion de AR totaly AR-FL, asi como
de la mayoria de genes diana del AR. Sin embargo, se detecté una disminucién
en la expresion de las variantes AR-V7y AR-V9 (Figura 41B panel izquierdo).
Por otro lado, cuando las células LNCaP R-ADT/AA fueron tratadas con el
fairmaco de segunda linea Enz (LNCaP R-ADT/AA + Enzalutamida),
observamos un incremento en los niveles de expresion del AR total que no se
vefa acompafiada de un aumento del AR-FL ni de las variantes de splicing AR-
V7y AR-V9. Estos resultados sugieren que podria haber una sobreexpresion de

otras variantes del AR no amplificadas en nuestro estudio, aunque dichas
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variantes alternativas no serfan capaces de incrementar la expresion génica de

los genes diana del AR estudiados (Figura 41B panel derecho).

Figura 41. Analisis de la resistencia cruzada entre Enzalutamida y Abiraterona en los
modelos de resistencia LNCaP. Las células resistentes fueron tratadas con el antiandrdgeno
complementario durante 5 dias. (A) Proliferacién celular mediante xCELLigence (n=3
+SD). Los resultados estdn estandarizados considerando el valor final de las lineas control el
100%. (B) Analisis de expresion mediante qPCR de las variantes del AR y sus genes diana.
Los datos mostrados estan normalizados respecto al control endégeno (GAPDH). Las barras
de error mostradas se corresponden a la SD calculada de los triplicados.

Del mismo modo que las LNCaP, las células 22RV1 R-ADT/A A mostraron unos
niveles de proliferacion similares en presencia de AA o Enz (Figura 42A panel
derecho). Sin embargo, se observd una disminucion significativa de la
proliferaciéon cuando se traté la linea 22RV1 R-ADT/Enz con AA (R-ADT/Enz
+ Abiraterona) (68.7% vs. 100%) (p<0.05) (Figura 42A panel izquierdo). De los
cuatro modelos concomitantes evaluados, éste fue el unico que no mostr6
resistencia cruzada entre los tratamientos Enz y AA. Finalmente, los analisis de

expresion génica por qPCR demostraron que en ambas lineas resistentes 22RV1
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(22RV1 R-ADT/Enz y 22RV1 R-ADT/AA), el uso secuencial de AA o Enz,
respectivamente, como tratamiento de segunda linea promueve un
silenciamiento de las isoformas del AR, asi como de sus genes diana (Figura
42B).

Figura 42. Anadlisis de la resistencia cruzada entre Enzalutamida y Abiraterona en los
modelos de resistencia 22RV 1. Las células resistentes fueron tratadas con el antiandrégeno
complementario por 5 dias. (A) Proliferacién celular mediante xCELLigence. (n=3 +SD. Los
resultados estan estandarizados considerando el valor final de las lineas control el 100%.
(B) Analisis de expresion mediante qPCR de las variantes del AR y sus genes diana. Los datos
mostrados estan normalizados respecto al control endogeno (GAPDH). Las barras de error

mostradas se corresponden a la SD calculada de los triplicados.

En resumen, hemos desarrollado anélisis funcionales y de expresion de las lineas
celulares de CaP sensibles y resistentes a los tratamientos hormonales,
demostrando que el tratamiento previo con ADT, y la subsecuente adquisicion
de resistencia, disminuye la efectividad de AA y Enz. Ademas, la adquisicion de
resistencia a Enz y AA en los nuevos modelos de CaP generados esta mediada

por un aumento en la actividad transcripcional del AR.
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1.5. Analisis de la capacidad tumorigénica de los nuevos modelos
celulares de resistencia de CaP.

A continuacién, quisimos estudiar si la adquisicién de resistencia a ADT (R-
ADT) y al uso concomitante de ADT vy los tratamientos de segunda linea (R-
ADT/E, R-ADT/AA y R-ADT/E+AA) estaba ligada a un aumento de la
capacidad tumorigénica. Para ello se evalu6 la capacidad de migracion e
invasion, la clonogenicidad, la induccion de EMT y la adquisicion de

caracteristicas de CSC o fenotipo NE.

Importantemente, las tres lineas celulares LNCaP mostraron un incremento
significativo en la capacidad de migracién en comparacion con la linea control
(LNCaP WT) (Figura 43A). Este efecto fue muy destacado en el caso de las
células LNCaP R-ADT (p<0.001), mientras que también se observo, aunque en
menor medida, en ambos modelos celulares concomitantes: LNCaP R-ADT/Ey
LNCaP R-ADT/AA (p<0.01). En el caso de los ensayos de invasion, solo se
observd un incremento significativo para la linea celular LNCaP R-ADT
(p<0.01) (Figura 43B). A diferencia de la migracion, la resistencia a ADT y los
tratamientos de segunda linea no se asocié con un aumento de la capacidad

invasiva (Figura 43B).

De manera similar, en los modelos celulares de las 22RV1, la resistencia a ADT
produjo un aumento muy significativo de la capacidad migratoria (p<0.01)
(Figura 43A). En cambio, los tres modelos concomitantes mostraron menor
incremento en la migracion celular, siendo solo estadisticamente significativa en
lalinea 22RV1 R-ADT/E (p<0.01) y en 22RV1 RADT/E+A (p<0.05). Tal y como
se observé en los modelos celulares de LNCaP, solo las células resistentes a ADT
(22RV1 R-ADT) presentaron una capacidad potencial de invasiéon (p<0.01)
(Figura 43B), mientras que ninguno de los modelos de resistencia a ADT y los
tratamientos de segunda linea presentaron diferencias en términos de

invasividad.
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Figura 43. Analisis de la migracion e invasion en los modelos celulares de resistencia
derivados de las células LNCaP y 22RV1. (A) Ensayos de migracién en LNCaP (panel
izquierdo) y 22RV1 (panel derecho). (B) Ensayos de invasién en LNCaP (panel izquierdo) y
22RV1 (panel derecho). En ambas secciones los histogramas representan el numero de
células migradas o invadidas por cada 100,000 células sembradas (n=3 +SD). Las diferencias

significativas se muestran respecto a las lineas celulares silvestres (WT).

A continuacién, se analiz6 la capacidad clonogénica de los modelos de
resistencia generados respecto a las lineas LNCaP y 22RV1 silvestres (WT). En
el caso de los modelos de resistencia de la linea LNCaP, en todas las lineas
celulares (LNCaP R-ADT, LNCaP R-ADT/Enz y LNCaP R-ADT/AA) se
observo un incremento del numero de colonias (p<0.01) y éstas presentaron una

mayor area de ocupacion (p<0.05, p<0.01 y p<0.01, respectivamente) respecto a
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la linea silvestre (WT), que tiene una muy reducida capacidad de formar

colonias (Figura 44A).

Figura 44. Ensayos de clonogenicidad en los modelos de resistencia. (A) Numero de
colonias por pocillo y Area de ocupacién de las colonias en los modelos celulares resistentes
de LNCaP (n=3 +SD). (B). Idem para los modelos celulares resistentes 22RV1. En ambas

secciones los datos presentados estan normalizados a las lineas celulares silvestres (WT) y
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las diferencias significativas se muestran con respecto a dichas lineas. (C) Imdgenes

representativas de las colonias generadas en las distintas lineas celulares de CaP.

En el caso de las lineas celulares 22RV1, la linea resistente a la deprivacion
androgénica (22RV1 R-ADT) mostré una ligera tendencia a incrementar tanto
el numero de colonias como el area de ocupacion respecto a la linea 22RV1 WT,
pero dicho incremento no fue estadisticamente significativo. Por el contrario,
todas las lineas resistentes a los tratamientos de segunda linea mostraron una
disminucién en el numero de colonias (22RV1 R-ADT/E, p<0.05; 22RV1 R-
ADT/AA, p<0.001;22RV1 R-ADT/E+AA, p<0.001), que se vio acompanado por

una menor drea de ocupacién en todas ellas (Figura 44B).

Por ultimo, se analizaron los perfiles de expresion asociados a la generacién de
CSCs, EMT y desarrollo de fenotipo NE en los modelos de resistencia. En el caso
de las células LNCaP R-ADT éstas mostraron un aumento en la expresion de la
mayoria de genes analizados relacionados con un fenotipo de CSC (OCT3/4,
NANOG, REX1, SOX2, CD44 y CD38) (p<0.01), asi como de la mayoria de
genes relacionados con un fenotipo NE (CHGA2, FOXA2, Ki67, CD56 y SYP)
(p<0.05). Por el contrario, no presentaron un fenotipo de EMT. En cuanto a los
modelos de resistencia a ADT vy los tratamientos de segunda linea, en la linea
LNCaP R-ADT/E se observa un aumento en el nivel de ARNm de los genes
relacionados con caracteristicas de CSC (OCT3/4, NANOG, REX1, SOX2, CD44
y CD38) (p<0.05), mientras que no muestra diferencias significativas de
expresion en los genes de EMT y NE. Por ultimo, en la linea LNCaP R-ADT/AA
se observa una sobreexpresion generalizada en los genes estudiados para CSC,
EMT y NE (p<0.05) (Figura 45).

Del mismo modo, se analiz6 la expresion génica en los modelos de resistencia
de la linea celular 22RV1. En la linea 22RV1 R-ADT se observo una
sobreexpresion de los genes estudiados para el fenotipo CSC (p<0.01) y NE
(p<0.05), mientras no se observaron diferencias significativas en la expresion de
genes de EMT. Por otro lado, en las dos lineas resistentes a Enz (22RV1 R-
ADT/E) se observé una disminucion generalizada a nivel de ARNm en los genes
relacionados con caracteristicas CSC y fenotipo mesenquimal (p<0.05 para

ambos) y un aumento en los genes relacionados con fenotipo NE (p<0.01). En
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la linea 22RV1 R-ADT/AA se observé un aumento generalizado a nivel de
ARNm en los genes relacionados con fenotipo mesenquimal (EMT) (p<0.01) y
fenotipo NE (p<0.05), mientras no se observaron diferencias significativas en los
genes relacionados con las caracteristicas CSC. Por tltimo, la linea resistente al
doble tratamiento (22RV1 R-ADT/E+AA) solo present6 una sobreexpresion en
los genes relacionados con caracteristicas CSC (NANOG, REX1, SOX2, CD44y
CD38) (P<0.01) (Figura 45).
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Figura 45. Anilisis de expresion de genes caracteristicos de CSC, EMT y NE en los
modelos celulares de resistencia. Andlisis de expresion mediante qQPCR tras la adquisicién
de resistencia en lineas celulares LNCaP (paneles izquierdos) y 22RV1 (paneles derechos).
Los resultados estin normalizados respecto a un control endégeno (GAPDH) vy
referenciados a las lineas celulares silvestres (linea de puntos). Las barras de error se

corresponden a la SD calculada de los triplicados.
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Estos datos sugieren que la adquisicion de resistencia a la deprivacion
androgénica y a los tratamientos de segunda linea Enz y AA estan ligados a la
adquisicion de caracteristicas de CSC, asi como un fenotipo EMT y/o

neuroendocrino.

Figura 46. Generacion de modelos celulares de resistencia a la deprivacién
androgénica. Resumen de las caracteristicas de los modelos de resistencia LNCaP y 22RV1
generados. En la figura aparecen representados la capacidad proliferativa, ciclo celular,
migracion, invasion y la presencia de expresiéon de marcadores para fenotipos de CSC, EMT
o NE.
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SILENCIAMIENTO SELECTIVO DE LAS VARIANTES
AR-FL, AR-V7 Y AR-V9 EN MODELOS CELULARES
DE CaP

2.1. Desarrollo de lineas estables de CaP con silenciamiento
selectivo de las variantes AR-FL, AR-V7y AR-V9.

Para estudiar con mayor profundidad el papel del receptor de andrégenos y sus
variantes de splicing en la adquisicion de resistencia a las terapias hormonales
en CaP se generaron lineas celulares estables LNCaP y 22RV1 silvestres y
resistentes a ADT conteniendo short hairpin RNAs (shRNAs) inducibles por
dox para el silenciamiento tanto del AR-FL como de sus variantes de splicing
AR-V7y AR-Vo.

2.1.1. Clonacioén y secuenciacién de shRNAs.

Tras el emparejamiento de los oligonicledtidos sentido y antisentido de shAR-
FL, shAR-V7 y shAR-V9, éstos fueron clonados en el plasmido pLKO-Tet-On.
La correcta insercion fue comprobada mediante digestion con Xhol seguida de

una electroforesis en gel de agarosa (Figura 47).

Figura 47. Digestién de los plasmidos pLKO-Tet-On EV, shAR-FL, shAR-V7 y shAR-
V9 con la Xhol. En los plasmidos con la insercién de las secuencias correspondientes a los

shRNAs se puede observar una banda de unos 200 pb ausente en el plasmido de origen.
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Ademas, para comprobar la correcta secuencia de los insertos los plasmidos
fueron secuenciados. Los resultados confirmaron la correcta obtencion de los

diferentes vectores plasmidicos.

2.1.2. Transduccién de los shRNAs en modelos celulares de CaP.

Elsiguiente paso parala obtencion de las lineas celulares expresando los shRNAs
especificos para cada una de las variantes fue la transduccion de las células
LNCaP WT, 22RV1 WT, LNCaP R-ADT y 22RV1 R-ADT con los vectores
plasmidicos EV, shAR-FL, shAR-V7 y shAR-V9. Por dltimo, las células
transducidas fueron seleccionadas mediante la adicion de 2 pg/mL de Puro
durante 2 dias, estableciéndose todas las lineas celulares estables incluidas en la
Tabla 5.

Tabla 5. Lineas celulares CaP shARNs

2.2. Caracterizacion de la funcionalidad de las herramientas de
silenciamiento en los diferentes modelos celulares

Para confirmar la eficacia del silenciamiento en las diferentes lineas celulares
generadas se midio la expresion génica del AR-FL y sus variantes AR-V7y AR-
V9 vy la expresién proteica del AR y AR-V7 tras la induccién con Dox en las
diferentes lineas celulares generadas. AR-V9 no pudo ser analizada ya que esta
isoforma proteica no es reconocida por el anticuerpo empleado. Las lineas
celulares transducidas con el vector pLKO vacio (EV) fueron utilizadas como

control.

En primer lugar, se analizaron las lineas LNCaP WT shRNA. En la linea LNCaP
WT shAR-FL se consiguié un silenciamiento parcial del AR-FL a nivel de
ARNm, aunque este silenciamiento también se observo en la linea sin Dox (0.7

vs. 0.81, -/+ dox) (Figura 48A). Ademas, se consiguié un silenciamiento
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selectivo a nivel de proteina en el AR-FL, que se acompand de una disminucion
de la expresion proteica de la isorma AR-V7 respecto a la linea EV (1.2 vs. 0.67

y 1.98 vs. 0.64, -/+ dox respectivamente) (Figura 48B).

Figura 48. Andlisis del fenotipo de las lineas LNCaP WT shRNA. (A) Andlisis de
expresién mediante QPCR del AR-FL (panel izquierdo), AR-V7 (panel central) y AR-V9
(panel derecho). Los resultados estdn normalizados respecto a un control enddgeno
(GAPDH) y referenciados a la linea celular LNCaP WT EV (n=3 £SD). (B) Cuantificacién

de los niveles de proteina de AR y la isoforma AR-V7 mediante western-blot. Se empled -
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Actin como control de carga. Los resultados mostrados estdn normalizados respecto a la
linea LNCaP WT EV.

En cuanto a las células LNCaP WT shAR-V7, aument6 su expresion de ARNm
para el AR-V7, pero se observo una disminucion en la expresioén inducible por
Dox (10.9 vs. 0.6, -/+ dox respectivamente) (Figura 48A). Respecto a los niveles
de proteina para la isoforma AR-V7, su expresion disminuy6 ligeramente
respecto a lalinea EV, pero ésta fue independiente de la induccién con dox (0.79

vs. 0.72, -/+ dox respectivamente) (Figura 48B).

Por ultimo, en la linea LNCaP WT shAR-V9 se produjo un aumento de
expresion de ARNm de la variante AR-V9 respecto a la linea celular EV tanto en
las células tratadas con Dox como sin ella (1.19 vs. 1.59, respectivamente)
(Figura 48A). Sin embargo, en cuanto a los niveles de proteina, se observo una
disminucion en la expresion proteica tanto para el AR-FL como para la isoforma
AR-V7 (1.5 vs.0.34y 2.9 vs. 0, -/+ dox respectivamente) (Figura 48B).

De igual manera, se consiguieron establecer con éxito las lineas celulares 22RV1
WT AR-FL, 22RV1 WT shAR-V7 y 22RV1 WT shAR-V9, asi como una linea
control 22RV1 WT EV. En las lineas celulares 22RV1 WT AR-FL, 22RV1 WT
shAR-V7 se consigui6 el silenciamiento inducible por Dox para la expresién
génicade AR-FLy AR-V7(0.91 vs. 0.74; 1.33 vs. 0.11, -/+ Dox respectivamente).
Por el contrario, en las dos lineas 22RV1 WT shAR-V9 el silenciamiento se
produjo independientemente de la dox (0.03 vs. 0.09, -/+ dox respectivamente)
(Figura 49A). En cuanto a los niveles de proteina, contrariamente a lo
observado a nivel de expresiéon génica, en la linea 22RV1 WT AR-FL se observo
un aumento tanto del AR-FL como de la isoforma AR-V7 (3.26 y 1.49,
respectivamente). Por el contrario, en la linea 22RV1 WT shAR-V7 se observo
una disminucién de los niveles de proteina en el AR-V7 y se mantuvieron los
niveles del AR-FL (1 y 0.34, respectivamente). Por tltimo, en la linea 22RV1 WT
shAR-V9 se observé un aumento de la expresidon proteica de dos veces para el
AR-FL, mientras que no se detect6 el AR-V7 (Figura 49B). Lalinea 22RV1 WT
shAR-V9 fue descartada para futuros experimentos ya que no manifestaba un

efecto de silenciamiento inducido por dox ni a nivel de ARNm ni de proteina.
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Figura 49. Anilisis del fenotipo de las lineas 22RV1 WT shRNA. (A) Andlisis de
expresiéon mediante QPCR del AR-FL (panel izquierdo), AR-V7 (panel central) y AR-V9
(panel derecho). Los resultados estin normalizados respecto a un control endégeno
(GAPDH) y referenciados a la linea celular 22RV1 WT EV (n=3 £SD). (B) Cuantificacién
de los niveles de proteina de AR y la isoforma AR-V7 mediante western-blot. Se empleé p-
Actin como control de carga. Los resultados mostrados estdan normalizados respecto a la
linea celular 22RV1 WT EV (n=2 +SD).

En el caso de las lineas LNCaP R-ADT se generaron cuatro lineas celulares:
LNCaP R-ADT EV, LNCaP R-ADT shAR-FL, LNCaP R-ADT shAR-V7 y
LNCaP R-ADT shAR-V9 y se midieron sus niveles de ARNm para el AR-FL,
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AR-V70 AR-V9y de proteina para el AR-FL y laisoforma AR-V7. En las lineas
shAR-FL y shAR-V7 se consiguio con éxito un silenciamiento inducible por Dox
en la expresion del AR-FL (1 vs. 0.53, -/+ dox) y la variante AR-V7 (1.4 vs 0.46,
-/+ dox). Mientras que en la linea shAR-V9 se silenciaba parcialmente (0.52 vs.
0.31, -/+ Dox respectivamente) (Figura 50A). Respecto a los niveles de proteina,
se observd una disminucién de la expresiéon proteica del AR inducida por dox
en la linea LNCaP R-ADT shAR-FL en relacién a la linea LNCaP R-ADT EV
(1.15 vs. 0.28, -/+ dox) que se ve acompaiiada de una represion en la expresion
proteica de la variante AR-V7 (0.76 vs. 0, -/+ dox) (Figura 50A).

Por otro lado, en la linea shAR-V7 no se observan diferencias significativas en
los niveles de proteina del AR-FL (1.08 vs. 0.93, -/+ dox). En cuanto a la
expresion de la variante AR-V7, se observaron mayores niveles de expresioén que
en la linea EV donde apenas era detectable (Figura 50A). Ademas, con la
induccién con dox disminuy6 su expresion proteica (3.51 vs. 1.74, -/+ dox). Por
ultimo, en la linea LNCaP shAR-V9 no se observan diferencias significativas en
los niveles de proteina del AR-FL (1.23 y 1.36, -/+ dox) y se observa un aumento
en la expresion del AR-V7 (9.42 y 6.37, -/+ dox) respecto a la linea EV (Figura
50B).
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Figura 50. Analisis del fenotipo de las lineas LNCaP R-ADT shRNA. (A) Analisis de
expresiéon mediante QPCR del AR-FL (panel izquierdo), AR-V7 (panel central) y AR-V9
(panel derecho). Los resultados estin normalizados respecto a un control endégeno
(GAPDH) y referenciados a la linea celular 22RV1 WT EV (n=3 £SD). (B) Cuantificacién
de los niveles de proteina de AR y la isoforma AR-V7 mediante western-blot. Se empleé p-
Actin como control de carga. Los resultados mostrados estdn normalizados respecto a la
linea celular LNCaP R-ADT EV.

Por ultimo, en la linea celular 22RV1 R-ADT se generaron tres lineas celulares:
22RV1 R-ADT shAR-FL, 22RV1 R-ADT shAR-V7 y 22RV1 R-ADT shAR-V9.
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En todas las lineas celulares generadas se consigui6 con éxito un silenciamiento
inducible por Dox en la expresion del AR-FL (0.96 vs. 0.35, -/+ dox), la isoforma
AR-V7 (0.65 vs. 0.27, -/+ dox) y la isoforma AR-V9 (0.68 vs. 0.0, -/+ dox)
(Figura 51).

Figura 51. Analisis del fenotipo de las lineas 2RV1 R-ADT shRNA. Analisis por qPCR
del AR-FL (panel izquiero), AR-V7 (panel central) y AR-V9 (panel derecho). Los resultados
estdn normalizados respecto a un control endégeno (GAPDH) y referenciados a la linea
celular 22RV1 R-ADT. n=3 +SD

Como conclusion, de todas las lineas generadas han demostrado un silenciamiento
selectivo las lineas: LNCaP WT shAR-FL, LNCaP WT shAR-V7, LNCaP R-ADT
shAR-FL, LNCaP R-ADT shAR-V7,LNCaP R-ADT shAR-V9.2, 22RV1 WT shAR-
FL, 22RV1 WT shAR-V7, 22RV1 R-ADT shAR-FL, 22RV1 R-ADT shAR-V7 y
22RV1 R-ADT shAR-V9. Por lo que nos centraremos en ellas para los analisis

funcionales y genéticos.

2.3. Analisis funcionales y de expresion génica

Como se ha mostrd en la primera parte de este trabajo, la terapia de deprivacion
androgénica induce un aumento en la expresién del AR y sus variantes de
splicing AR-V7 'y AR-V9 en las lineas LNCaP y 22RV1 silvestres (Figura 29).
Del mismo modo, la adquisicién de resistencia a ADT estd ligada a la

reactivaciéon transcripcional del AR (Figura 36). Por ello, quisimos evaluar

122



RESULTADOS

Silenciamiento selectivo de las variantes AR-FL, AR-V7y AR-V9 en movelos celulares de CaP

como afectaba el silenciamiento del AR-FL, AR-V7 o AR-V9 en las diferentes
lineas shRNA generadas.

En primer lugar, evaluamos la tasa de proliferaciéon de las diferentes lineas
inducibles LNCaP WT respecto a la linea control EV. Observamos que el
silencimiento tanto del AR-FL como de la variante AR-V7 disminuyd la tasa de
proliferacién respecto a la linea EV (59%, p<0.001 y 79%, p<0.001,
respectivamente) (Figura 52A). Lo siguiente que se evalu6 fue el ciclo celular.
En las lineas celulares LNCaP WT (EV, shAR-FL, shAR-V7) la induccién con
Dox produce una parada en G0/G1, sin embargo, no se observan diferencias en
el perfil de ciclo entre la linea EV y las lineas shAR-FL o shAR-V7 (Figura 52B).

Por ultimo, se quiso evaluar como afectaba el silenciamiento del AR-FL y sus
isoformas AR-V7 y AR-V9 a la actividad transcripcional del AR. En las LNCaP
WT shAR-FL, el silenciamiento del AR-FL estd asociado a un aumento de la
isoformas AR-V9 a nivel de ARNm. En el caso de las LNCaP WT shAR-V7, el
silenciamiento del AR-V7 esta asociado a un aumento de la expresioén del AR-
FL. Mientras que en ambas lineas se observd una represion en la mayoria de
genes diana del AR (Figura 52C).
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Figura 52. Anailisis funcional de las lineas celulares LNCaP WT shRNA. (A) Analisis de
la proliferacién celular a tiempo real usando xCelligence. Los resultados mostrados han sido
estandarizados considerando el valor final de las lineas EV el 100%. En la gréfica se muestra
n=4 £SD. (B) Analisis de ciclo celular con IP. Las graficas de barras muestras el porcentaje
de células en las distintas fases del ciclo. N=3 +SD. En ambas secciones las diferencias
significativas se muestran respecto a las lineas EV. (C) Cuantificacién del AR, AR-V7, AR-
V9 y algunos de sus genes diana. Los resultados mostrados estan normalizados respecto al
control endégeno (GAPDH) y en referencia a las células control (shEV). Las barras de error

se corresponden a la SD calculada de las réplicas.

En el caso de las lineas inducibles 22RV1 WT shAR-FL y shAR-V7, el
silenciamiento del AR-FL y del AR-V7, también disminuye la tasa de
proliferacion respecto a las lineas EV (63%, p<0.001 y 54%, p=ns,
respectivamente) (Figura 53A). En cuanto al andlisis del ciclo celular, en las

lineas inducibles 22RV1 WT en presencia de Dox mostré que la linea 22RV1
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WT shAR-FL presenta un aumento significativo del porcentaje de células en fase
S (p<0.01) y una disminucién de la fase G2/M (p<0.001). Mientras que en la

linea 22RV1 WT shAR-V7 también se observa una disminucién de la fase G2/M
(p<0.05) (Figura 53B).

En lalinea celular 22RV1 WT shAR-FL, el silenciamiento del AR-FL no produjo
cambios significativos en la expresiéon de las isoformas AR-V7y AR-V9y los
genes diana del AR estudiados. Por el contrario, en las 22RV1 WT shAR-V7, el
silenciamiento del AR-V7 estd asociado a una disminucioén de los niveles de
ARNm las isoformas AR-V7 y AR-V9, aunque no se observan diferencias

significativas en la expresion del resto de genes estudiados (Figura 53C).

Figura 53. Analisis funcional de las lineas celulares LNCaP WT shRNA. (A) Analisis de

la proliferacion celular a tiempo real usando xCelligence. Los resultados mostrados han sido
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estandarizados considerando el valor final de las lineas EV el 100%. En la gréafica se muestra
n=4 +SD. (B) Andlisis de ciclo celular con IP. Las gréficas de barras muestras el porcentaje
de células en las distintas fases del ciclo. N=3 £SD. En ambas secciones las diferencias
significativas se muestran respecto a las lineas EV. (C) Cuantificacién del AR, AR-V7, AR-
V9 y algunos de sus genes diana. Los resultados mostrados estan normalizados respecto al
control endégeno (GAPDH) y en referencia a las células control (shEV). Las barras de error

se corresponden a la SD calculada de las réplicas.

Contrariamente a lo observado en las lineas inducibles silvestres, en el analisis
de proliferacion en las lineas resistentes a ADT no se observaron diferencias
significativas a nivel de proliferacion entre las lineas inducibles LNCaP R-ADT
shAR-FL, shAR-V7 y shAR-V9 y la linea EV (87%, 76 y 74%, respectivamente)
(Figura 54A). Sin embargo, las lineas inducibles LNCaP R-ADT también
presentaron diferencias en el perfil de ciclo celular respecto a la linea EV tras la
induccién con Dox. En lalinea LNCaP R-ADT shAR-FL se observo un aumento
en las fases G2/M y S (p<0.001 y p<0.01, respectivamente), asi como una
disminucion de la fase G2/M (p<0.001). La linea LNCaP R-ADT shAR-V7
presentd mayor porcentaje de células en fase S (p<0.05). Mientras que en la linea
LNCaP R-ADT shAR-V9 se observo un aumento de G2/M (p<0.001) (Figura
54B).

En la figura 54C se observa que el silenciamiento del AR-FL en la linea LNCaP
R-ADT shAR-FL induce una disminucion en la expresion de las isoformas AR-
V7y AR-V9y la mayoria de los genes diana del AR estudiados. Por otro lado,
en la linea LNCaP R-ADT shAR-V7, el silenciamiento del AR-V7, induce un
aumento en la expresion de los genes diana del AR (Figura 54C). En el caso de
la linea LNCaP R-ADT shAR-V9, el silenciamiento del AR-V9 induce una
disminucion de los niveles de ARNm del ARy un aumento en la mayoria de los

genes diana estudiados.
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Figura 54. Analisis funcional de las lineas celulares LNCaP WT shRNA. (A) Analisis de
la proliferacidn celular a tiempo real usando xCelligence. Los resultados mostrados han sido
estandarizados considerando el valor final de las lineas EV el 100%. En la grafica se muestra
n=4 +SD. (B) Analisis de ciclo celular con IP. Las graficas de barras muestras el porcentaje
de células en las distintas fases del ciclo. N=3 +SD. En ambas secciones las diferencias
significativas se muestran respecto a las lineas EV. (C) Cuantificacion del AR, AR-V7, AR-
V9 y algunos de sus genes diana. Los resultados mostrados estdn normalizados respecto al
control endégeno (GAPDH) y en referencia a las células control (shEV). Las barras de error

se corresponden a la SD calculada de las réplicas.

Por dltimo, se analizaron las lineas celulares inducibles 22RV1 R-ADT. En las
lineas celulares 22RV1 R-ADT shAR-FL y 22RV1 R-ADT shAR-V9, El
silenciamiento parcial del AR-FL o AR-V9 no afecta a la proliferacion (98% y
97%, respectivamente), mientras que en la linea 22RV1 R-ADT shAR-V7 el
silenciamiento parcial de la variante AR-V7 disminuye ligeramente la tasa de
proliferaciéon (76%) (Figura 55A). En cuanto al analisis del ciclo celular, no se
observan diferentes entre el perfil de ciclo de las lineas inducibles y la linea EV
(Figura 55B).

127



RESULTADOS

En la linea 22RV1 R-ADT shAR-FL, la disminucién de los niveles de AR-FL
induce una disminucidn de los niveles de RNAm del AR total y la isoforma AR-
V7, que va acompaiiado de una disminucion en la expresion de algunos de los
genes diana del AR como FGF8, PMEPA1 o TMPRSS2. Por otro lado, el
silenciamiento parcial del AR-V7 en lalinea 22RV1 R-ADT shAR-V7 induce un
aumento de expresion en la mayoria de los genes diana del AR. Por ultimo, en
la linea 22RV1 R-ADT shAR-V9.2, el silenciamiento de la isoforma AR-V9
induce una disminucién de los niveles de RNAm tanto del AR total, AR-FLy la
isoforma AR-V7 como de la mayoria de los genes diana estudiados.

Destacablemente, se observa un aumento de 9 veces del gen FGF8 (Figura 55C).

Figura 55. Anilisis funcional de las lineas celulares LNCaP WT shRNA. (A) Analisis de
la proliferacién celular a tiempo real usando xCelligence. Los resultados mostrados han sido
estandarizados considerando el valor final de las lineas EV el 100%. En la gréfica se muestra
n=4 £SD. (B) Analisis de ciclo celular con IP. Las graficas de barras muestras el porcentaje
de células en las distintas fases del ciclo. N=3 +SD. En ambas secciones las diferencias
significativas se muestran respecto a las lineas EV. (C) Cuantificacién del AR, AR-V7, AR-

V9 y algunos de sus genes diana. Los resultados mostrados estdn normalizados respecto al
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control endégeno (GAPDH) y en referencia a las células control (shEV). Las barras de error

se corresponden a la SD calculada de las réplicas.

Figura 56. Silenciamiento selectivo de las variantes AR-FL, AR-V7 y AR-V9 en
movelos celulares de CaP. Resumen de las caracteristicas de las lineas celulares LNCaP y
22RV1 shRNAs generadas.
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RESISTENCIA CRUZADA A LOS TRATAMIENTOS DE
SEGUNDA LINEA APALUTAMIDA Y DOCETAXEL EN
MODELOS CELULARES DE CRPC.

La aplicacion en la clinica de los diferentes tratamientos disponibles para CaP se
produce de manera secuencial. Tras el desarrollo de resistencia a la castracion
(CRPC), en los pacientes de CaP se suele administrar de forma individual un NHAs,
habitualmente Enz o AA, como tratamiento de segunda linea. Sin embargo, en
muchos de estos pacientes dicho tratamiento no es efectivo o acaban generando
resistencia, pasindose a la administracién de una tercera linea de tratamiento con el
NHAs complementario o Apalutamida, o alternativamente a la administracién de
quimioterapia, habitualmente el taxano Docetaxel. Destacablemente, las sucesivas
lineas de tratamiento suponen un importante problema clinico, ya que muchos
pacientes pueden desencadenar resistencias cruzadas que reducen su eficacia e

incrementan el riesgo de recaidas.

Por esta razén, quisimos evaluar la respuesta a los tratamientos de segunda linea de
uso en la clinica en los modelos celulares de resistencia generados (R-ADT, R-
ADT/Enz, R-ADT/AA y R-ADT/Enz+AA). Para ello tratamos las diferentes lineas
celulares con el antiandrégeno Apalutamida (Apa), que tiene un mecanismo de
accion similar a la Enzalutamida, o con el taxano Docetaxel, cuyo mecanismo de

accion es totalmente independiente de la ruta de sefializacién del AR.

3.1. Respuesta a Apa como tratamiento de segunda linea en
modelos celulares de CRPC

Para seleccionar una concentracion estandar con la que se tratar todos los
modelos celulares de resistencia se calcul6 la IC50 de Apa para la linea silvestre
mas sensible de todas, las LNCaP. Para ello empleamos un ensayo de toxicidad
a 5 dias (MTT) utilizando un espectro amplio de concentraciones de Apa entre
0.5 y 0.00097 uM (Figura 57). De esta manera, y empleando el software
GraphPad PrismTM pudimos calcular el valor de IC50 de 0.130 uM. El resto de
experimentos y andlisis que realizamos a continuacion fueron llevados a cabo

tratando durante 5 dias en las diferentes lineas celulares generadas.
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Figura 57. Ensayo de MTT para el célculo de IC50. Calculo de IC50 a 5 dias para Apa en
la linea LNCaP WT. En la grafica aparece representado el porcentaje de células vivas para
los diferentes rangos de concentracién de farmaco. Los datos mostrados corresponden a la
media calculada de los cuadriplicados para cada concentracién de farmaco.

3.1.1. Andlisis funcional de los modelos de CRPC en respuesta

Apalutamida.

Para analizar el efecto de Apa en los modelos celulares de resistencia, se trataron

las diferentes lineas celulares con 0.130 pM durante 5 dias.

Cuando se estudio el efecto de la exposicion a Apa se observo que, en el caso de
las LNCaP, todas las lineas celulares resistentes (LNCaP R-ADT, LNCaP R-
ADT/E y LNCaP R-ADT/AA) presentaron una mayor tasa de proliferacion que
lalinea LNCaP silvestre (p<0.001). A pesar de presentar mayor tolerancia a Apa
que la linea LNCaP WT, la sensibilidad a dicho tratamiento fue diferente en las
distintas lineas celulares analizadas. En lalinea LNCaP R-ADT se observé menor
tasa de proliferaciéon que en la linea sin tratar en presencia de Apa (60% vs.
100%). Destacablemente, en la linea resistente a Enz (LNCaP R-ADT/E), cuyo
mecanismo de accion es similar a Apa, también se observo una disminucién de
la proliferacion respecto a la linea sin tratamiento (59% vs. 100%). Mientras que

en la linea LNCaP R-ADT/AA el tratamiento con Apa apenas disminuy9 la tasa
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de proliferacion respecto a la misma linea sin tratamiento (90% vs. 100%)
(Figura 58A).

Como otra medida de proliferacion celular, se evalué el tiempo de duplicacién
celular en las diferentes lineas celulares en presencia de Apa respecto a las lineas
sin tratar durante tres pases celulares. Las células LNCaP WT, al igual que se
observo a nivel de proliferacién, muestran una sensibilidad inicial a Apa pero
con los pases aumentan su tolerancia al tratamiento (tiempo de duplicaciéon de
0.6; 0.84 y 0.99) (Figura 58B). En cuanto a los modelos de resistencia de la linea
LNCaP, que presentaban resistencia cruzada a nivel de proliferacion, en la linea
LNCaP R-ADT se mantiene la tolerancia al tratamiento con los pases. Mientras
que en las lineas LNCaP R-ADT/Enz y LNCaP R-ADT/AA se observan
respuestas opuestas. En las células LNCaP R-ADT/Enz la tasa de proliferacion
aumenta a partir del segundo pase, en cambio en las LNCaP R-ADT/AA dicha
tasa se reduce a partir del tercer pase indicando que se incrementa la sensibilidad

a Apa con los pases (Figura 58B).

En cuanto al andlisis de ciclo celular, demostr6 que tanto las LNCaP son
inicialmente sensibles al tratamiento exclusivo con Apa. La exposicién a Apa
induce un arresto en Go/G; (p<0.05), ademas este va acompafiado de una
induccién de muerte celular detectada por la presencia de un pico Sub-Go
(p<0.05). Sorprendentemente la linea LNCaP R-ADT/AA, que presentaba
tolerancia a Apa a nivel de proliferacion, presenta una parada de ciclo celular en
Go/Gy (p<0.01) y una induccién de muerte celular (fase SubGo) al igual que la
linea LNCaP WT. El resto de lineas celulares resistentes (LNCaP R-ADT, LNCaP
R-ADT/Enz) presentan una distribucién de ciclo celular inalterada en presencia
de Apa (Figura 58C).
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Figura 58. Analisis de la respuesta de los modelos de resistencia LNCaP al tratamiento
con Apa. (A) Andlisis de la proliferacién celular a tiempo real usando xCelligence. Los
resultados mostrados han sido estandarizados considerando el valor final de las lineas
celulares control no tratadas el 100% (n=4 +SD). (B) Tiempo de duplicacion celular. Los
datos mostrados han sido normalizados respecto a las lineas celulares silvestres sin
tratamiento (n=3 +SD). (C) Ciclo celular con IP. Las gréficas de barras muestran el
porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular (n=6 +SD).

Por otro lado, se analizd el efecto de la exposicion a Apa en los modelos de
resistencia de la linea celular 22RV1. El andlisis de la proliferacién celular en la
linea 22RV1 R-ADT muestra la presencia de resistencia cruzada a Apa, esta linea
celular es capaz de proliferar con normalidad en presencia de dicho tratamiento
(114% vs. 100%, +/- Apa), ademas se observa aumento de la tolerancia a Apa
respecto a la linea silvestre (114% vs. 50%) (p<0.001). Contrariamente a lo
observado en las lineas LNCaP, los modelos concomitantes 22RV1 R-ADT/Enz,
22RV1 R-ADT/AA presentan una sensibilidad a Apa similar a la linea 22RV1
silvestre (54%, 52% vs. 50%). Por ultimo, la linea resistente al tratamiento
combinado con Enzy AA (LNCaP R-ADT/Enz+AA) mostré menor sensibilidad
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ala exposicién a Apa que lalinea LNCaP WT (85 vs. 50%), aunque ambas curvas

de proliferacién no presentaron diferencias significativas (Figura 59A).

Por otro lado, en todas las lineas celulares 22RV1 que mostraban cierta
sensibilidad a Apa (22RV1 WT, 22RV1 R-ADT/Enz y 22RV1 R-ADT/AA) se
observa un aumento de la sensibilidad a este tratamiento con los sucesivos pases.
Este efecto fue especialmente destacable en la linea 22RV1 R-ADT/Enz donde
los tiempos de duplicacién respecto a la linea sin tratar fueron de 1.44, 0.74 y
0.67 respectivamente (Figura 59B). Contrariamente, la linea 22RV1 R-ADT
mostro valores similares a la linea sin tratar en el tiempo de duplicacion en los
tres pases analizados: 0.67; 1.00 y 0.89 respectivamente, sugiriendo que son
relativamente resistentes a la presencia continuada de este NHA al que no han

estado expuestas previamente (Figura 59B).

En cuanto al analisis de ciclo celular, las 22RV1 WT se mostraron inicialmente
sensibles al tratamiento exclusivo con Apa. En esta linea celular se observé un
arresto en Go/G; (p<0.01). El resto de lineas celulares (22RV1 R-ADT, 22RV1 R-
ADT/E, 22RV1 R-ADT/AA y 22RV1 R-ADT/E+AA), que muestran resistencia
cruzada, presentan una distribucién de ciclo celular inalterada en presencia de
Apa (Figura 59C).
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Figura 59. Analisis de la respuesta de los modelos celulares de resistencia 22RV1 al
tratamiento con Apa. (A) Andlisis de la proliferaciéon celular a tiempo real usando
xCelligence. Los resultados mostrados han sido estandarizados considerando el valor final
de las lineas celulares control no tratadas el 100% (n=4 +SD). (B) Tiempo de duplicacién
celular. Los datos mostrados han sido normalizados respecto a las lineas celulares silvestres
sin tratamiento (n=3 +SD). (C) Ciclo celular con IP. Las graficas de barras muestran el
porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular (n=6 +SD).

Por dltimo, se analizd la capacidad de formacion de colonias de las diferentes
lineas celulares en presencia de Apa en relacién a las lineas sin tratamiento,
considerandose colonias a partir de unas 100 células. La linea LNCaP WT
tratada con Apa no fue capaz de formar colonias (Figura 60). En el caso de la
linea LNCaP R-ADT se observo una tendencia a un mayor numero de colonias
y ademas el area de ocupacion de estas fue mayor (Figura 60). En cuanto a los
modelos de resistencia a ADT y los tratamientos de segunda linea (LNCaP R-
ADT/Enz y LNCaP R-ADT/AA) tratadas con Apa mostraron el efecto opuesto,

un menor nimero de colonias (Figura 60A) y una menor area de ocupacion,
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siendo de un 56% (p<0.001) para lalinea LNCaP R-ADT/Enzy 70% para la linea
LNCaP R-ADT/AA respecto a las lineas sin tratamiento (Figura 60B).

Figura 60. Ensayos de clonogenicidad en modelos de CRPC LNCaP presencia de Apa.
(A) Area de ocupacién de las colonias en los modelos celulares LNCaP en presencia de Apa.
Los histogramas representas el % de ocupacién normalizado a su respectiva linea sin tratar
(n=3 £SD). (B) Numero de colonias por pocillo. Los datos mostrados en los histogramas
estan normalizados respecto a las lineas sin tratar. En ambas secciones las diferencias
significativas se muestran respecto a las lineas celulares sin tratamiento. (C) Imagenes

representativas de las colonias generadas en las distintas lineas celulares.

De igual modo se analizaron los modelos de resistencia de las lineas 22RV1. En
lalinea 22RV1 WT tratada con Apa no se observaron diferencias ni en el nimero
de colonias ni en el drea de ocupacién respecto a la linea sin tratar. Las células
22RV1 R-ADT en presencia de Apa mostraron un numero de colonias similar a
la linea sin tratar, sin embargo, el area de ocupacion de estas fue del doble. En el
caso de las lineas 22RV1 R-ADT/E y 22RV1 R-ADT/AA en presencia de Apa,
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no mostraron diferencias significativas en su capacidad clonogénica con las
lineas sin tratar ni en el nimero de colonias, ni en el drea de ocupacion de las
mismas. Por dltimo, en la linea 22RV1 R-ADT/E+AA se observé una tendencia
a un mayor nimero de colonias (155% vs. 100%) pero éstas mostraron una

menor area de ocupacion (39%, p<0.001) que las células sin tratar (Figura 61).

Figura 61. Ensayos de clonogenicidad en modelos de CRPC 22RV1 presencia de Apa.
(A) Area de ocupacién de las colonias en los modelos celulares 22RV 1 en presencia de Apa.
Los histogramas representas el % de ocupacién normalizado a su respectiva linea sin tratar
(n=3 £SD). (B) Numero de colonias por pocillo. Los datos mostrados en los histogramas
estan normalizados respecto a las lineas sin tratar. En ambas secciones las diferencias
significativas se muestran respecto a las lineas celulares sin tratamiento. (C) Imagenes

representativas de las colonias generadas en las distintas lineas celulares.
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3.1.2. Andlisis de expresion génica de la respuesta de los modelos de
CRPC a Apalutamida.

A continuacidn, se quisieron estudiar los cambios en la expresion génica que se

producian en las diferentes lineas celulares al ser tratadas con Apa.

Primero se evalud si la presencia de resistencia cruzada estaba relacionada con
la reactivacion transcripcional del AR. Para ello, se analizo la expresion génica
del AR y sus isoformas AR-V7 y AR-V9 en los modelos de resistencia en
respuesta a Apa. En ambas lineas control (LNCaP WT y 22RV1 WT), que
mostraron sensibilidad al tratamiento con Apa a nivel proliferativo, este farmaco
induce un aumento en los niveles de ARNm del AR total y AR FL, mientras que

las isoformas AR-V7y AR-V9no se expresan (Figura 62).

En cuanto a los modelos de CRPC, tanto en la linea LNCaP R-ADT como lalinea
LNCaP R-ADT/Enz no se expresa a nivel de ARNm ni el AR ni sus variantes.
Contrariamente, la linea LNCaP R-ADT/AA presenta un aumento en la
expresion de AR total, AR FL y AR-V9, mientras que la variante AR-V7 no se
expresa (Figura 62).

En el caso de las lineas resistentes 22RV 1, las células 22RV1 R-ADT no presentan
diferencias de expresion significativas en el AR total y AR-FL respecto a la linea
sin tratar. En las células 22RV1 R-AD'T/E se observa una disminucién de ARNm
en AR total y un incremento drastico en el AR-FL. Tanto en las células 22RV1
R-ADT/AA como las resistentes al doble tratamiento 22RV1 R-ADT/E+AA la
exposicién a Apa produjo un incremento del AR total, especialmente en el caso
de la linea 22RV1 R-ADT/E. Ademas, en todos los modelos de resistencia el
tratamiento con Apa produjo una disminuciéon en la expresion de las dos
isoformas estudiadas, AR-V7y AR-V9 (Figura 62).

Estos datos sugieren una reactivacion transcripcional del AR en las lineas
sensibles al tratamiento con Apa (LNCaP WT, 22RV1 WT, 22RV1 R-ADT/E y
22RV1 R-ADT/AA), aunque ésta es independiente de ambas variantes
estudiadas (AR-V7 y AR-V9). Mientras que en el caso de las lineas que
presentaban resistencia cruzada a Apa, no presentan un patrén similar en la

expresion del AR aunque si se observa en todas ellas una represion a nivel de
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ARNm de las variantes AR-V7y AR-V9,lo que sugiere que la resistencia cruzada

podria ser independiente de dichas variantes.
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Figura 62. Cuantificacién del AR total, AR-V7 y AR-V9 en respuesta a Apa en los
modelos celulares de CRPC. Anilisis de expresién mediante qPCR para las variantes del
AR en las lineas LNCaP (panel izquierdo) y 22RV1 (panel derecho). Los datos mostrados
estan normalizados respecto al control endégeno (GAPDH) vy relativizadas a las células sin
tratar (n=3 +SD).

Por otro lado, se cuantificd la expresion de genes de EMT (ITGA2, SMADI,
SLUG, SNAIL, VIMENTINA y E-CADHERINA/CDHI), CSC (NANOG,
OCT3/4, REX1, SOX2, CD44y CD38) o fenotipo NE (CHGA2, FOXA2, Ki67,
CD56, NSE y SYP) en respuesta a Apa en los diferentes modelos de CRPC, asi

como en las lineas control.

En primer lugar, se cuantficé la expresion de los marcadores de los diferentes
fenotipos en las lineas silvestres. El tratamiento con Apa en lineas LNCaP WT
indujo un aumento en la expresién de la mayoria de genes analizados
relacionados con un fenotipo de CSC, destacablemente NANOG, REX1, SOX2;
EMT, donde la expresion de VIMENTINA se increment6 30 veces y NE, donde
se vio un aumneto en la expresion de FOXA2, Ki67, CD56 (Figura 63A). En las
células 22RV1 WT tratadas con Apa también se observdé un aumento en la
expresion de los marcadores de CSC, EMT y NE, aunque en menor medida. En
esta linea celular cabe destacar el aumento de expresion del marcador de CSC
SOX2, el marcador de EMT SLUG vy los marcadores de NE CHGAZ2 yFOXA2
(Figura 63B).
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Tras los resultados obtenidos en las lineas silvestres, quisimos analizar el efecto
conjunto que tenia la exposicién a Apa en la induccién de los diferentes
tenotipos (CSC, EMT y NE). Para ello se cuantificé la expresion del panel de
marcadores utilizado y se calculé la media del valor de todos ellos para cada
fenotipo, representandose como score. En la figura 63C se observa que en la
linea LNCaP WT, que era la que mayor sensibilidad a Apa mostraba, se induce
un incremento significativo en el score para los genes de CSC (p<0.01) y EMT
(p<0.05) y una tendencia a NE (p=ns). Este efecto también se observa en la linea
22RV1 WT, aunque en menor medida (CSC p<0.01; EMT y NE p=ns) (Figura
63D).

Figura 63. Cuantificacion de marcadores de CSC, EMT y NE en lineas celulares LNCaP
y 22RV1 tratadas con Apa. Andlisis de expresién mediante QPCR en las lineas LNCaP (A)
y 22RV1 (B) tras 5 dias de exposicién a Apa. Los datos mostrados estdn normalizados

respecto al control endégeno (GAPDH) y relativizadas a las células sin tratar (n=3 +SD).

Del mismo modo, se realizé el score en los modelos de resistencia (Figura 64).
Contrariamente a lo observado en las lineas silvestres, en las lineas R-ADT, que

presentaban resistencia cruzada a nivel de proliferacion, el tratamiento con Apa
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produce una del score para CSC y EMT (p<0.05 y p<0.05, respectivamente).
Ademas, en el caso de la linea LNCaP R-ADT se observa que el tratamiento con

Apa induce un aumento del score para NE (p<0.01) (Figura 64).

En el caso de los modelos concomitantes de resistencia, la exposiciéon a Apa
induce un incremento del score para EMT en las lineas LNCaP R-ADT/AA,
22RV1 R-ADT/E, 22RV1 R-ADT/AA y 22RV1 R-ADT/E+AA (p<0.05),
mientras que en la linea LNCaP R-ADT/E se observa una disminucién (p<0.01)
(Figura 64B). Ademas, el tratamiento con Apa solo produce un aumento del
scorerespecto ala linea control sin tratar en los genes de CSC en la linea LNCaP
R-ADT/AA (Figura 64A). En cuanto a los genes relacionados con un fenotipo
neuroendocrino no se observan diferencias significativas de score respecto a las
lineas sin tratar (Figura 64C).
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Figura 64. Analisis de marcadores de CSC, EMT y NE en respuesta a Apalutamida.
Cuantificacién por qPCR tras tratamiento con Apa en los modelos celulares de CRPC. Los
puntos de la grafica representan la expresiéon media de los genes estudiados para CSC
(NANOG, OCT3/4, REX1, SOX2, CD44y CD38), EMT (ITGA2, SMADI, SLUG, SNAIL,
VIMENTINA y E-CADHERINA/CDHI) y NE (CHGA2, FOXA2, Ki67, CD561, NSE y
SYP). Los resultados estdn normalizados respecto a un control endégeno (GAPDH) y

referenciados a las lineas celulares silvestres (n=3 +SD).
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3.2. Resistencia cruzada a Dctx en modelos celulares de CRPC.

Para seleccionar la concentracion con la que se tratar todos los modelos celulares
de resistencia se calculo la IC50 de Dctx para las dos lineas celulares silvestres,
LNCaP y 22RV1. Para ello empleamos un ensayo de toxicidad a 5 dias (MTT)
utilizando un espectro amplio de concentraciones de Dctx entre 100 y 0.19 nM
(Figura 63). De esta manera, mediante el software GraphPad PrismTM se
calculd el valor de IC50 de 0.38 nM para la linea LNCaP WT y 1,14 nM para la
linea 22RV1 WT (Figura 65). Para utilizar una concentracion estandar de Dctx
se selecciond la IC50 de las células 22RV1 W', que fueron las menos sensibles.
Por tanto, el resto de experimentos fueron llevados a cabo tratando durante 5

dias en las diferentes lineas celulares con 1.14 nM de Dctx.

Figura 65. Ensayo de MTT para el calculo de IC50. Célculo de IC50 a 5 dias para Dctx en
las lineas celulares LNCaP WT y 22RV1 WT. En la grafica aparece representado el porcentaje
de células vivas para los diferentes rangos de concentracién de fairmaco. Los datos mostrados
corresponden a la media calculada de los cuadriplicados para cada concentracion de

farmaco.

143



RESULTADOS

3.2.1. Analisis funcionales de la respuesta de los modelos de CRPC a
Dctx.

Para analizar el efecto de Dctx en los modelos celulares de resistencia, se trataron
las diferentes lineas celulares con 1.14 nM durante 5 dias. En primer lugar, se
analizd la proliferacion a tiempo real de los diferentes modelos celulares de la
linea LNCaP. Como era de esperar, la linea celular silvestre LNCaP WT presenta
una alta sensibilidad al tratamiento con Dctx, que se vio reflejada por una
disminucién en su tasa de proliferacion (24% vs. 100%, +/- Dctx). Por el
contrario, la linea celular resistente a la deprivaciéon androgénica LNCaP R-
ADT, a pesar de que el mecanismo de acciéon de Dctx es independiente del
receptor de andrdgenos, es capacz de proliferar con normalidad en presencia de
Dctx (100% vs. 100%, +/- Dctx) y muestra, por tanto, menor sensibilidad a este
tratamiento que la linea silvestre (p<0.001). En las células LNCaP R-ADT/E,
también se observd, aunque en menor media, una mayor tolerancia a Dctx que
la linea control (65% vs. 100, +/- Dctx) (p<0.01, respecto a LNCaP WT). Por
ultimo, lalinea LNCaP R-ADT/AA present6 una sensibilidad al tratamiento con
Dctx similar a la linea silvestre (27% vs. 24%) (Figura 66A).

También se analiz6 el tiempo de duplicacién de los diferentes modelos de
resistencia en presencia de Dctx respecto a las mismas sin tratamiento a lo largo
de los pases. En todas las lineas LNCaP analizadas (WT, R-ADT, R-ADT/E y R-
ADT/AA) se observa que aumenta la sensibilidad a Dctx con el tiempo de
exposicion al tratamiento y los pases (Figura 66B). Ademads, destacablemente la
linea LNCaP R-ADT muestra un tiempo de duplicacion similar a la linea sin
tratar en el primer pase (0.96 vs. 1, respectivamente), que va aumentando con la
exposicién continuada a Dctx en los pases dos (0.28) y tres (0.16) respecto al

tiempo 0 (Figura 66B).

En relacién al ciclo celular en presencia de Dctx, todos los modelos celulares
LNCaP (WT, R-ADT, R-ADT/E y R-ADT/AA) presentaron un arresto de ciclo
celular en fase GO/G1. Ademds, este arresto se vio acompaiiado de muerte celular
(Sub GO) en el caso de las lineas LNCaP WT, LNCaP R-ADT/E y LNCaP R-
ADT/AA (p<0.001) (Figura 66C). Estos resultados concuerdan con los

observados a nivel de proliferacién, donde solo las lineas resistentes a
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deprivacién androgénica (R-ADT) presentaron una mayor tolerancia al

tratamiento con Dctx.
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Figura 66. Anailisis de la respuesta de los modelos celulares de resistencia LNCaP al
tratamiento con Dctx. (A) Andlisis de la proliferaciéon celular a tiempo real usando
xCelligence. Los resultados mostrados han sido estandarizados considerando el valor final
de las lineas control el 100%. En la grafica se muestra n=4 +SD. (B) Tiempo de duplicacién
celular. Los datos mostrados han sido normalizados respecto a las lineas sin tratamiento
(n=3 £SD). (C) Analisis del ciclo celular con IP. Ciclo celular con IP. Las graficas de barras

muestran el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular (n=6 £SD).

De igual modo, se trataron los diferentes modelos de CRPC de la linea 22RV1
con 1.14 nM de Dctx durante 5 dias y se analizé la proliferacion a tiempo real.
En primer lugar, se confirmé la sensibilidad de la linea celular 22RV1 WT al
tratamiento con Dctx (100% vs. 55%, +/- Dctx). Ademds, al igual que se
observaba en la linea LNCaP R-ADT, las células 22RV1 R-ADT fueron capaces
de proliferar con normalidad en presencia de Dctx (92% vs. 100%, +/- Dctx) y
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presentaron una tasa de proliferacién significativamente mayor que la linea
control en presencia de Dctx (p<0.001). Por el contrario, las lineas 22RV1 R-
ADT/Enzy 22RV1 R-ADT/Enz+AA mostraron una sensibilidad a Dctx similar
a la linea silvestre (44% y 50% vs. 55%, respectivamente) (Figura 67A). Por
ultimo, en la linea celular 22RV1 R-ADT/AA se observd mayor tolerancia al
tratamiento con Dctx que en la linea silvestre (78% vs. 55%), aunque no se

observaron diferencias significativas en la curva de proliferacion.

También se analiz6 el tiempo de duplicacién de los diferentes modelos de
resistencia en presencia de Dctx respecto a las mismas sin tratamiento a lo largo
de los pases. Al igual que ocurria con las lineas LNCaP, en todos los modelos de
lalinea 22RV1 analizados (WT, R-ADT, R-ADT/Ey R-ADT/AA) se observa que
aumenta la sensibilidad a Dctx con el tiempo de exposicion al tratamiento y los

pases (Figura 67B).

Figura 67. Analisis de la respuesta de los modelos celulares de resistencia 22RV1 al
tratamiento con Dctx. (A) Andlisis de la proliferacion celular a tiempo real usando

xCelligence. Los resultados mostrados han sido estandarizados considerando el valor final
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de las lineas control el 100%. En la gréfica se muestra n=4 +SD. (B) Tiempo de duplicacién
celular. Los datos mostrados han sido normalizados respecto a las lineas sin tratamiento
(n=3 £SD). (C) Andlisis del ciclo celular con IP. Ciclo celular con IP. Las graficas de barras

muestran el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular (n=6 +SD).

En relacién al ciclo celular en presencia de Dctx, todas las lineas celulares
estudiadas (22RV1 WT, R-ADT, R-ADT/E, R-ADT/AA y R-ADT/E+AA)
presentaron un arresto de ciclo celular en fase GO/G1. Ademas, este arresto se
vio acompanado de muerte celular (Sub GO) en las lineas 22RV1 R-ADT/E
(p<0.05), y 22RV1 R-ADT/E+AA (p<0.05) (Figura 67C). Estos resultados
concuerdan con los observados a nivel de proliferacién, donde solo las lineas
resistentes a deprivaciéon androgénica (R-ADT) presentaron resistencia cruzada

al tratamiento con Dctx.

Por ultimo, se analizé la clonogenicidad de las diferentes lineas celulares tratadas
con Dctx. Ninguna de las lineas celulares analizadas fue capaz de formar colonias

en presencia de Dctx (Figura 68).

Figura 68. Ensayos de clonogenicidad en modelos de resistencia en presencia de Dctx.
Imdgenes representativas de las colonias generadas en las lineas celulares LNCaP (A) y
22RV1 (B).
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3.2.2. Andlisis de expresion génica de la respuesta de los modelos de
CRPC a Docetaxel.

A continuacidn, se quisieron estudiar los cambios en la expresiéon génica que se

producian en las diferentes lineas celulares al ser tratadas con Dctx.

En la linea LNCaP wild-type en presencia de Dctx se observa un aumento de
cuarenta veces en la expresiéon del AR FL, mientras que no se observan
diferencias de expresion en el AR total, AR-V7y AR-V9. De manera opuesta, en
las células LNCaP R-ADT se produce una sobreexpresion del AR total y no hay
diferencias de expresion en el AR FL o en las variantes de splicing AR-V7 0 AR-
V9. Las células LNCaP R-ADT/E presentan una sobreexpresion tanto del AR
total como del AR FL y las LNCaP R-ADT/AA solo presentan un aumento a
nivel de ARNm en el AR total. Ademas, en ambas lineas el tratamiento con Dctx

produce una represion en la isoformas AR-V7y AR-V9 (Figura 69).

En relacion a las 22RV1, en la linea 22RV1 silvestre se observa un aumento de
expresion del AR total de 50 veces y también aumenta la expresion de laisoforma
AR-V9, mientras que hay una disminucién en el AR-FL y no se observan
cambios de expresion en AR-V7 respecto a la linea sin tratar. Al igual que
ocurria con lalinea LNCaP R-ADT, hay un aumento en la expresién del AR total
en las células 22RV1 R-ADT, aunque en este caso la expresion del AR-FLy las
isoformas AR-V7y AR-V9se encuentran disminuidas. En lalinea celular 22RV1
R-ADT/E se observa una disminucion a nivel de ARNm del AR-FL, AR total,
AR-V7y AR-V9. Mientras que en las células 22RV1 R-ADT/AA se observa un
aumento en la expresiéon del AR-FL, el AR total se mantiene y hay una
disminucion en la expresion de las variantes AR-V7 y AR-V9. Por ultimo, la
linea resistente al tratamiento doble (22RV1 R-ADT/E+AA) presenta un
aumento en la expresion del AR total y una disminucién del resto de genes (AR-
FL, AR-V7y AR-V9) (Figura 69).
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Figura 69. Cuantificaciéon del AR, AR-V7y AR-V9 en respuesta a Dctx (Docetaxel) en
los modelos de CRPC. Andlisis de expresién mediante qPCR para las variantes del AR en
las lineas LNCaP (panel izquierdo) y 22RV1 (panel derecho). Los datos mostrados estan
normalizados respecto al control endégeno (GAPDH) vy relativizadas a las células sin tratar
(n=3 £SD).

Para analizar si la exposiciéon a Dctx producia cambios en el perfil de expresion
de genes reguladores de EMT (ITGA2, SMADI, SLUG, SNAIL, VIMENTINA y
E-CADHERINA/CDHI), CSC (NANOG, OCT3/4, REXI1, SOX2, CD44 y
CD38) o fenotipo NE (CHGA2, FOXA2, Ki67, CD561, NSE y SYP) se analizé
los niveles de expresion en los diferentes modelos de CRPC, asi como en las

lineas celulares control.

En primer lugar, se realizé la cuantificacion en las lineas silvestres. El
tratamiento de las células LNCaP y 22RV1 WT con Dctx indujo un aumento en
la expresion de casi todos los marcadores de CSC estudiados, mientras que en
los marcadores estudiados para EMT no se observo ningtin efecto en los niveles
de RNAm de la mayoria de genes estudiados. Destacablemente, en el caso de NE
se observd un gran aumento de FOXA2 en las células LNCaP WT y FOXA2y
CHGAZ2 en las células 22RV1 WT, pero no del resto de marcadores estudiados
(Figura 70A-B).

Tras los resultados obtenidos en las lineas silvestres, para analizar posibles
patrones de expresion de los diferentes fenotipos (CSC, EMT y NE) inducidos
por Dctx, se cuantific la expresion del panel de marcadores utilizado para cada
fenotipo y se calculd la media de sus valores para cada fenotipo, representandose

CcOmo score.

149



RESULTADOS

En la linea LNCaP silvestre, que mostr6 la mayor sensibilidad a nivel de tasa de
proliferaciéon y ciclo celular a Dctx, la exposiciéon a este farmaco induce un
aumento a nivel de expresion del score para CSC (p<0.01). Por el contrario, no
se observan diferencias significativas respecto a la linea sin tratar en EMT y NE
(Figura 70C). El tratamiento de la linea 22RV1 silvestre con Dctx indujo un
aumento del score para CSCy para EMT (p<0.01), mientras no produjo cambios
en NE (Figura 70D).

Figura 70. Cuantificacion de marcadores de CSC, EMT y NE en lineas celulares LNCaP
y 22RV1 tratadas con Dctx. Analisis de expresion mediante qPCR en las lineas LNCaP (A-
C) y22RV1 (B-D) tras 5 dias de exposicién a Dctx. Los datos mostrados estan normalizados

respecto al control endégeno (GAPDH) v relativizadas a las células sin tratar (n=3 +SD).

Del mismo modo, se realizo el anélisis de score en el resto de modelos celulares.
En cuanto a las células resistentes a ADT (LNCaP R-ADT), que presentaron
resistencia cruzada a Dctx, solo se observaron cambios significativos en el score
de CSC, donde se observé un incremento generalizado (p<0.05) (Figura 71A),
mientras que el score para EMT y NE no se vio modificada (Figura 71B-C).
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En el caso de los modelos de resistencia concomitantes; en las células LNCaP R-
ADT/E el tratamiento con Dctx indujo una sobreexpresion en el score para CSC
y fenotipo EMT (p<0.001) (Figura 71A-B). Por el contrario, no presentd ningun
patrén en el caso de NE (Figura 71C). Por ultimo, en la linea LNCaP R-
ADT/AA se observé un incremento generalizado en el score de CSC (p<0.05) y
una disminucién para NE (p<0.05), mientras que en el caso de EMT no se

observaron diferencias significativas a nivel de expresion (Figura 71).
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Figura 71. Andlisis de genes de CSC, EMT y NE en respuesta a Docetaxel.
Cuantificacién por qPCR tras tratamiento con Dctx en los modelos celulares de CRPC para
los genes de EMT (ITGA2, SMADI, SLUG, SNAIL, VIMENTINA vy E-
CADHERINA/CDHI), CSC (NANOG, OCT3/4, REX1, SOX2, CD44 y CD38) o fenotipo
NE (CHGA2, FOXA2, Ki67, CD56, NSE y SYP). Los resultados estan normalizados respecto

a un control endégeno (GAPDH) y referenciados a las lineas celulares silvestres. N=3.

En el caso de la linea 22RV1 R-ADT, que mostr6 resistencia cruzada a Dctx a
nivel de proliferacion, el efecto del tratamiento con Dctx fue el opuesto a la linea
silvestre; se observé una en el score de CSC, EMT vy fenotipo NE (p<0.05)
(Figura 71). En relacion a los modelos de resistencia a ADT y los tratamientos
de segunda linea 22RV1 R-ADT/E y 22RV1 R-ADT/E+AA, se observé un
aumento del score para CSC (p<0.01) y en los genes de EMT (p<0.01 y p<0.05,
respectivamente), de manera opuesta el tratamiento con Dctx indujo una
disminucién de NE (p<0.05) (Figura 71B-C). Mientras que en la linea 22RV1
R-ADT/AA, que presento menor sensibilidad a Dctx a nivel de proliferacion, se
observo un incremento del score para CSC (p<0.05), pero no mostrd un patrén

de expresion para EMT o NE (Figura 71).

En resumen, el tratamiento corto con Dctx induce la expresion de los genes
asociados a CSC en todas lineas celulares analizadas, independientemente de su
sensibilidad a este firmaco. Ademads, en alguna de las lineas celulares estudiadas
este fenotipo va acompaiiado de la adquisicién del fenotipo mesenquimal (R-
ADT/E, 22RV1 WT, 22RV1 R-ADT/E y 22RV1 R-ADT/AA) o de una represion
en los genes estudiados para NE (LNCaP R-ADT/AA y 22RV1 R-ADT y 22RV1
R-ADT/E). Todos estos resultados indican que la respuesta genética al
tratamiento con Dctx podria depender de la linea celular y no de la sensibilidad

de éstas al mismo.
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A pesar de los enormes esfuerzos de la comunidad cientifica por elucidar los
mecanismos que se esconden detras de la resistencia a la deprivacién
androgénica en cancer de prdstata, ésta sigue siendo el principal problema en el

abordaje de la enfermedad.

La idea de que la sefializaciéon androgénica es esencial para el crecimiento y
mantenimiento de la homeostasis de la prostata ha sido ampliamente aceptada.
Durante décadas la ADT ha sido el tratamiento mds importante en hombres con
cancer de prostata, especialmente para aquellos con enfermedad metastasica*32,
Esto se basa en que el AR y su ruta de sefalizacién estdn asociadas con un
fomento de la proliferacién celular y la invasividad#°. Sin embargo, el uso de
ADT en la clinica ha sido motivo de controversia. El primer problema que
presenta es que no supone una terapia curativa. Aunque hasta un 95% de los
pacientes responden inicialmente, en la mayoria de casos la enfermedad termina
progresando®*®. Aun asi, incluso cuando los pacientes desarrollan un estado de
resistencia a la castracion y la progresion de la enfermedad continua, la terapia
con ADT se suele mantener como tratamiento base independientemente de los
tratamientos de segunda linea administrados. Asi mismo, la ADT ha sido
asociada con efectos metabolicos adversos, disfuncidn sexual y/o peor calidad de

vida'¥, lo que pone en duda si su uso deberia ser continuado o intermitente*.

Una vez los pacientes generan resistencia a ADT y progresan a CRPC, la
administracion de los tratamientos de segunda linea, tanto aquellos cuya diana
es la sefnalizacion androgénica (Enz, AA, Apa) como los taxanos (Dctx), se
produce de manera secuencial. A pesar de que las diferentes guias clinicas
recogen una serie de recomendaciones sobre el orden de adminsitracion?4?842,
no existe un claro consenso sobre que secuencia de tratamientos resulta la mas
beneficiosa para cada paciente’. Ademads, otro de los problemas en el manejo
clinico del CRPC es que el uso de los tratamientos de segunda linea de manera

secuencial genera resistencia cruzada y no impide la progresion>0-1°2,

Se ha relacionado ampliamente la expresion de ARy las isoformas AR-Vscon la
resistencia a NHAs. En este sentido, la mayoria de trabajos se basan en la AR-
V7618571 “aunque se ha identificado que ésta coexpresa con la variante AR-V9

lo que podria determinar que la resistencia dependa de la expresiéon de ambas
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variantes'#%, Con todo ello, la resistencia a los tratamientos es multifactorial por
lo que conocer los mecanismos moleculares que intervienen es fundamental
tanto para conseguir predecir la respuesta a los tratamientos de los pacientes,

como para la busqueda y el ensayo de nuevas aproximaciones terapéuticas.

A pesar de que los avances gendmicos de la tltima década han supuesto un gran
paso en la investigacion translacional y estan permitiendo la evaluacion directa
de las muestras clinicas, el desarrollo de modelos preclinicos para el estudio de
estrategias terapéuticas continda siendo fundamental. Las lineas tumorales
derivadas de pacientes continuan siendo el modelo mas extendido para el
estudio de los mecanismos moleculares que dirigen la progresion de la

enfermedad y para mejorar la eficacia de las terapias contra el cdncer?3.

En este trabajo hemos desarrollado nuevos modelos celulares de resistencia que
mimetizan los diferentes puntos en la evoluciéon natural del CRPC.
Consideramos que estos modelos suponen una herramienta de gran valor que
permiten estudiar los mecanismos que se esconden detras de la resistencia a la
deprivacidon androgénica y a los NHAs Enz y AA, asi como evaluar la respuesta
a otros tratamientos de uso en la clinica, como Apa y Dctx. Ademas, hemos
evaluado la implicacién del ARy sus variantes AR-V7y AR-V9en la adquisicion
de resistencia; tanto en nuestros modelos celulares como mediante
silenciamiento selectivo del AR full lengthy de sus variantes AR-V7y AR-V9en
los modelos de resistencia a ADT. Asi mismo, cabe destacar que nuestros
modelos celulares recapitulan la heterogeneidad fenotipica observada en los
pacientes de mCRPC, ayuddndonos a comprender mejor los procesos

implicados en la progresion de la enfermedad.

Finalmente nos gustaria proponer estos nuevos modelos celulares humanos de
CRPC generados en este trabajo de investigacién como un potencial banco de
pruebas donde comprobar la efectividad de los presentes y futuros farmacos
estudiados en los ensayos clinicos mas actuales.
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1. La exposicion continuada a ADT y NHAs induce resistencia
en lineas celulares de cancer de prostata

Previo a la generacién de los modelos de resistencia, quisimos evaluar la
sensibilidad de las lineas de CaP utilizadas en este trabajo a los andrégenos. Las
tres lineas celulares utilizadas (LNCaP, 22RV1 y PC3) demostraron tener una

sensibilidad alta, intermedia y baja tanto a ADT como a NHAs, respectivamente.

Por un lado, cabe destacar que, aunque las células LNCaP presentan una
mutacion activadora del AR (T878A) que les confiere cierta resistencia a AA a
concentraciones bajas (2-5 uM)***1>*, a la concentracion utilizada en nuestro
estudio (20 uM), observamos que las células LNCaP silvestres mostraban una
alta sensibilidad a este antiandrégeno. Esto quedé comprobado por la evidente
parada del ciclo celular en la fase Go/G, y la acumulacion de células muertas (pico

Sub-Gy) tras 5 dias de exposicién continuada.

En cuanto a la linea celular 22RV1, ésta posee una duplicacién en tandem de
35kb que contiene el exdn 2 del gen del AR *°8. A pesar de que las células 22RV1
muestran resistencia a 1 pM de Enz’?, observamos una inducciéon de muerte
celular (pico Sub-Gy) tras ser tratadas durante 5 dias con una concentracion de
40 uM.

Sin embargo, la existencia de células de CaP independientes del AR, como es el
caso de las células PC3, es un ejemplo de que la insensibilidad a las terapias
hormonales refleja la variabilidad y complejidad de la respuesta a las diferentes
terapias en los pacientes de cancer de prostata. Esto depende en cierto modo de
las caracteristicas iniciales de las células tumorales*!’. Mientras la ausencia del
AR a nivel de proteina en la linea celular PC3 ha sido histéricamente
demostrada’®’1%8, la sensibilidad a Enz ha sido motivo de controversia. Nuestro
trabajo y el de muchos otros laboratorio indica que las células PC3 pueden ser
consideradas resistentes a este medicamento’®%2 Sin embargo, un trabajo
reciente ha demostrado que el uso de altas dosis de Enz (30-100 uM) reduce la
proliferaciéon e induce apoptosis mediada por Bax, mediante la activacion de la
via intrinseca o mitocondrial, y la desregulacion del sistema de proteinas de

choque térmico'®. Esta publicacion mostré por primera vez los posibles efectos
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adversos causados por la exposicidén continuada a Enz en lineas celulares de CaP,
independientemente de la expresién del AR. En nuestro caso, no observamos
ningun efecto antiproliferativo con el tratamiento durante 5 dias con Enz (40
uM) usando ensayos de proliferacion a tiempo real o andlisis de ciclo celular

mediante tincion con ioduro de propidio.

La mayoria de pacientes de CaP progresa a CRPC tras el tratamiento prolongado
con ADT*®. En concordancia con ello, en nuestros resultados hemos observado
como las lineas celulares tumorales, LNCaP y 22RV1, inicialmente sensibles a
las terapias hormonales, se vuelven resistentes a ADT tras 6 meses de
deprivacion continuada. Destacablemente, la inhibicion de la proliferacion
celular mediada por NHA en las lineas celulares de CaP se ve revertida con la
adquisicion de resistencia a ADT tras 6 meses de presion selectiva. De hecho,
observamos que la tasa de proliferacion en las células tumorales 22RV1 y LNCaP
dependientes de andrdgenos al inicio no solo se ven incrementados, si no que la
adquisicion de resistencia a ADT promueve un comportamiento mas agresivo,
presentando incluso mayor proliferacion que la linea celular resistente PC3. Es
entonces, una vez los pacientes desarrollan resistencia, cuando se suelen
administran las terapias de segunda linea basados en NHAs o agentes

quimioterapicos*2.

Por tanto, la pregunta que necesitamos responder es: ;Cual es la mejor
combinacién de tratamientos de acuerdo con los mecanismos de resistencia
implicados en los tratamientos previos'®*? De hecho, esta misma cuestion es la
que pretende contestar diversos ensayos clinicos recientes y actuales. Los
ensayos clinicos COU-301 y AFFIRM mostraron diferentes resultados con el uso
de AA o Enz como tratamiento de segunda linea tras ADT en mCRPC tratados
previamente con Dctx. A pesar de que estos estudios han demostrado que la
terapia antiandrogénica mejora la supervivencia global (SG) y supervivencia
libre de progresion (SLP) en mCRPC, estos pacientes podrian progresar y
desarrollar resistencia a los antiandrogenos. Aunque en los tltimos afios han
surgido numerosos avances en este campo, aun se desconoce cudl es el mejor
NHA para el tratamiento de mCRPC. Nuestros resultados sugieren que la

combinacion de Enz y AA supone el tratamiento mas eficiente para reducir la
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proliferacion en ambos modelos de resistencia a ADT, mientras el tratamiento

con Enz fue el que presentaba una menor efectividad.

En cuanto al potencial del uso concomitante de ADT y AA o Enz como primera
linea de tratamiento, los hallazgos de los ensayos clinicos CHAARTED,
LATITUDE y ARCHES han demostrado la mejora de la SG y SLP en mCRCP?%¢,
Nuestros resultados experimentales en la linea celular dependiente de
andrégenos (LNCaP) muestran que el uso concomitante de ADT y Enz no
incrementan la eficiencia del tratamiento; por el contrario, se detectdé menor
habilidad para reducir el crecimiento tumoral. En la linea 22RV1, que mostraba
mayor tolerancia a ADT, se obtuvieron resultados similares. Sin embargo, la
combinacion de ADT con AA mostré una habilidad significativa para reducir la
tasa de proliferacion previo a la adquisicion de resistencia, especialmente en la
linea LNCaP. Ademads, nuestros resultados son consistentes con la baja eficacia
de la combinaciéon de Enz y AA demostrada en el ensayo clinico Alliance en
pacientes de mCRPC!®’ y representan una justificacion bioldgica para probar la
combinaciéon de ambos antiandrégenos en un ambiente hormono-sensible
previo a la adquisicion de CRPC. Esto se pone de manifiesto en las células
LNCaP silvestres donde la combinacién de ambos NHAs promovia la parada de

ciclo celular y la posterior induccion de apoptosis.

2. La adquisicion de resistencia en cancer de préstata
incrementa la actividad transcripcional del AR

Existen numerosas evidencias de que ADT incrementa la expresion de ARNm
del ARy de sus genes diana tanto en lineas celulares como en muestras primarias
de CRPC*8172 En 2011, Cai Cy col. determinaron los mecanismos moleculares
responsables de la regulacion de la transcripcion del ARy sus genes dianal’3. En
concordancia con ello, seria razonable creer que, en respuesta a los NHAs, las
células intenten compensar la reduccién de la sefializaciéon mediante el aumento
de la expresion del AR. Sin embargo, si la terapia es efectiva, la actividad
transcripcional del AR deberia reducirse. Para corroborar esta hipétesis, en este
trabajo se realizo el anilisis de los niveles de expresion de un amplio panel de
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genes diana del AR en diferentes lineas celulares de CaP. Nuestros resultados
mostraron una represion transcripcional del AR especialmente en el caso de
lineas celulares sensibles, como las células LNCaP, mientras que en la linea
parcialmente sensible 22RV1, la reduccién de la actividad del AR se observaba
principalmente con los tratamientos de segunda linea (Enz y/o AA). En
concordancia con ello, el silenciamiento parcial del AR-FL en la linea celular
LNCaP WT, se relacion6 con una represion de la actividad transcripcional del
AR, mientras en linea 22RV1 WT no se observaron cambios en su perfil de
expresion tras el silenciamiento. Ademas, se observo una disminucién en la tasa
de proliferacion lo que concuerda con la sensibilidad de estas lineas a los
androgenos y su dependencia del AR. El efecto del silenciamiento de AR-FL
también fue estudiado en las lineas R-ADT, observandose una disminucién de
la actividad transcripcional del AR, aunque en menor medida que en la linea
celular LNCaP WT.

Por el contrario, cuando se estudio la expresion proteica del AR y sus genes diana
se observd una disminucién de AR, mientras que se mantuvo la expresion del
resto de genes diana. Esta discordancia entre los niveles de ARNm y de proteina
podria deberse a que los niveles de proteina del AR dependen del balance entre
la sintesis y la degradacién por el proteosoma, asi como a la regulacién post-
traduccional a la que se encuentra sometido el AR en el contexto del CRPC.
Entre los diferentes mecanismos de regulacion, el transcrito del AR contiene una
region 3’'UTR de gran longitud cuya funcién es la regulacién post-
transcripcional mediante proteinas de uniéon que modulan la estabilidad y la
eficiencia de la traducciéon del ARNm. Por ejemplo, se ha identificado la
presencia de PCBP1, que actia bloqueando la traducciéon del AR, en células
LNCaP. Otro regulador post-transcripcional son los miRNAs, que controlan la
expresion génica mediante la inhibicion de la traduccién proteica o la
degradacion selectiva del ARNm diana'’%. Se han identificado miRNAs que
regulan los niveles de proteina del AR en lineas celulares de CaP, entre ellas
LNCaP y 22RV1Y5. Ademas, nuestros resultados coinciden con el trabajo de
Soifer y cols.'’®, donde observaron que el tratamiento con AA producia la
degradaciéon proteica del AR en células LNCaP, mientras no se observaba

disminucién en la expresion de ARNm. En concordancia con ello, se ha
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demostrado que en células LNCaP la degradacion del AR es dependiente del

proteosomal’3,

La progresion en los pacientes de CRPC envuelve modificaciones de rutas
genéticas tanto directa como indirectamente asociadas con la sefializacion
androgénica. Estas modificaciones incluyen la amplificacion, sobreexpresion,
cambios epigenéticos o mutaciones en el gen AR. Las variantes de splicing del
AR han sido asociadas a las resistencia tanto a la resistencia a ADT como a los
tratamientos de segunda linea Enz y AA®. Existen una amplia controversia
respecto a la correlacién de la expresién de AR-V7 y la evolucién del CaP.
Algunas publicaciones muestran que un incremento en su expresion conlleva
menor respuesta a los tratamientos, mientras otras sugieren que no existe tal
relacion3273145147.177 Por ello es necesario conocer el papel del AR-V7 y otras
isoformas en la adquisicion de resistencia para poder estandarizar las
metodologias de deteccion de estas isoformas. De acuerdo con Kohli y cols.*4,
los exones cripticos CE3 y CES5 se transcriben juntos, y ambos estan presentes en
el ARNm de la variante AR-V9. Nuestro diseio experimental nos permite
detectar y diferenciar ambos amplicones confirmando la efectividad de nuestra
aproximacion y garantizando la deteccion diferencial mediangte qPCR, lo cual
tiene gran relevancia ya que, la mayoria de trabajos existentes, se limitan a la
variante AR-V7.

Para conocer mejor la implicacién de la sefializacién androgénica en esta
resistencia estudiamos los niveles de expresion de ARy sus variantes AR-V7y
AR-V9 en los modelos de resistencia a ADT generados en nuestro laboratorio.
Esta resistencia se vio acompaiada de una sobreexpresion en el AR-FL pero no
necesariamente de las variantes estudiadas, AR-V7 y AR-V9. Asimismo, el
silenciamiento parcial del AR-FL en lalinea LNCaP R-ADT se relacion6 con una
disminucién en la expresion de ambas isoformas AR-V7y AR-V9, mientras no
indujo cambios en su expresion en la linea celular 22RV1 R-ADT. Todo ello
sugiere que estas variantes no deben ser esenciales para la adquisicion de

resistencia a ADT.
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En este contexto, se ha sugerido que el crecimiento de células tumorales con alta
expresion de las AR-Vsno requiere del AR full-length para inducir la expresion
de genes asociados a las AR-Vs!’8, De hecho, en este estudio hemos detectado
que en las lineas celulares de CaP silvestres, la inhibicién del AR full-length se
asociaba con un incremento en las AR-Vs. Mientras que el silenciamiento
parcial del AR-FL en la linea LNCaP silvestre se asocié con un aumento del AR-
V9, no teniendo ningun efecto en el AR-V7. Lo que nos sugiere que las variantes
AR-V7 y AR-V9 no siempre mantienen el mismo patréon de regulacién
transcripcional conjunto. Por ejemplo, en la linea PC3 silvestre tratada durante
5 dias con Enz, se produce la represion total de la AR-V7 mientras que la AR-
V9 se inducia ligeramente; al contrario que en la linea celular 22RV1 R-

ADT/Enz donde ambas AR-Vs siguen un patrén de expresion opuesto.

Para conocer mejor el papel de las variantes AR-V7y AR-V9 en la adquisicién
de resistencia a ADT, quisimos estudiar el efecto de su silencimiento parcial
tanto en las lineas celulares silvestres como tras la adquisicion de resistencia (R-
ADT). En las lineas celulares silvestres el silenciamiento del AR-V7 indujo una
disminucién en la tasa de proliferacion. Ademas, este silenciamiento va
acompanado de una disminucion en la expresion del AR-V9y una disminucion
de la actividad transcripcional del AR, especialmente en la linea de mayor
sensibilidad a andrégenos LNCaP WT donde ademas se produce un aumento
en la expresion del AR-FL, probablemente como mecanismo de compensacion.
Estos resultados indican que AR-V7 tendria un papel relevante en la

proliferaciéon tumoral y la respuesta a las terapias hormonales.

Por otro lado, en el caso de las lineas R-ADT, el silenciamiento tanto de la AR-
V7 como de la AR-V9 induce una disminucién del AR total. Ademas, el
silenciamiento del AR-V9 produce una disminucién de los niveles de AR-V7,
mientras el silenciamento de la AR-V7 no se relaciona con una disminucién en
la expresion de AR-V9, lo que apoyaria la teoria de que AR-V9 coexpresa con
AR-V7 ", Ademads, en la linea 22RV1 R-ADT, donde la adquisicion de
resistencia se relaciond con un aumento en la expresion de las variantes AR-V7
y AR-V09, su silenciamiento indujo la represion de la actividad transcripcional

del AR, indicando la relevancia de estas en la adquisicién de resistencia. Por el
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contrario, en la linea LNCaP R-ADT, donde la adquisicién de resistencia no
estaba asociada a las isoformas AR-V7 y AR-V9, su silenciamiento se relacion6

con un aumento de la actividad transcripcional del AR.

Cuando evaluamos los niveles de proteina en las lineas R-ADT observamos que
no se correspondian con los niveles de expresion de ARNm. Mientras que la
linea LNCaP R-ADT mostrd una disminucion en los niveles de proteina tanto
del AR como de sus genes diana y, ademads, no se detect6 el AR-V7. En cambio,
en lalinea 22RV1 R-ADT no se observaron cambios a nivel de proteina. Al igual
que ocurria con las lineas silvestres cuando se sometian a los diferentes
tratamientos, esta discordancia p odria deberse diversas modificaciones post-
traduccionales que regulan el proceso de degradacion del AR por el
proteosoma'’*’4, Con todo ello, todos los modelos de CRPC generados
muestran una activacion transcripcional del AR, independientemente del estado
de las AR-Vs, al contrario de lo observado por Cato L y cols. en modelos
preclinicos, que concluyeron que AR-V7 heterodimeriza con AR full-length y es
necesario para CRPC*17%, Por ello, consideramos que es necesario el analisis

de todas las isoformas del AR para confirmar la efectividad de los NHAs.

Con todo ello, la implicacién de la sefializaciéon del AR en el desarrollo de
resistencia ADT en CaP es compleja, involucrando diferentes alteraciones
genéticas y dando lugar a respuestas adaptativas. Por ejemplo, ADT induce la
reduccidn de los niveles de DHT, que es el principal mediador de la sefializacion
androgénica en el tejido prostatico. Como consecuencia, la mayoria de células
de prostata sufren apoptosis, mientras algunas de ellas pueden escapar entrando
en un estado de dormancia o letargo®®°. Estas células tumorales bajo estado de
letargo son capaces de adaptarse a ambientes bajos en andrégenos, reiniciando
la progresion tumoral®®!. Ademds, el tratamiento con ADT promueve la
senescencia de las células tumorales. En este estado las células dejan de dividirse
permanentemente, pero no se destruyen. Con el tiempo, un largo numero de
células senescentes se acumulan en los drganos, causando inflamacién y danos
en las células sanas de los 6rganos colindantes. La senescencia ha sido asociada
con un tratamiento con ADT neodjuvante y con recidivas y resistenciaa ADT*2,

Estos resultados coinciden con lo observado en nuestro trabajo, ya que
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detectamos que en la linea celular 22RV1 silvestre ADT induce una parada de
ciclo celular en Go/G; que no va acompanado de muerte celular. Por otro lado,
la relacion entre AR full-length y la adquisiciéon de resistencia a ADT fue
previamente evaluada por Shiota M y cols.’®3. En su trabajo identificaron una
alta asociacion entre la sobreexpresion de AR full-length y el proceso de EMT.
La adquisicion de esta caracteristica fue mas evidente en los modelos CRPC de
la linea LNCaP que en la 22RV1.

Para evaluar las rutas moleculares que intervienen en los modelos celulares
concomitantes, analizamos la expresion del AR y sus genes diana. Observamos
que solo el AR full-length y TMPRS2 fueron denominadores comunes en la
emergencia de resistencia a todos los tratamientos, tanto en los modelos de
CRPC de las células LNCaP como de las células 22RV1. La adquisicién de
resistencia se acompané de una activacion constitutiva del AR, detectada como

una regulacion al alza de diversos genes diana del AR.

La isoforma AR-V7 ha sido extensamente relacionada con la adquisiciéon de
resistencia a Enz y AA mediante la activacion de diferentes procesos
transcripcionales®®. La presencia de AR-V7 en CTCs de pacientes de mCRPC
tratados con Enz o AA se relaciona con resistencia a los tratamientos’®. Sin
embargo, apenas existen estudios sobre la implicaciéon del AR-V9 en la
adquisicion de resistencia. En este sentido, nuestros resultados mostraron que la
induccion de las isoformas AR-V7y AR-V9 no va necesariamente acompaiiada
de un aumento en la activacion del AR. Asi mismo, la sobreexpresion de AR-V9
va siempre asociada a un aumento en AR-V7. Por el contrario, las induccion de
AR-V7 no siempre se relaciona con un aumento en la expresion de AR-V9,
como sugeria el estudio de Kohli***. Interesantemente, también detectamos que
la expresion de AR-V9 estaba asociada a la resistencia a AA en los modelos de
CRPC de las 22RV1, pero esta correlacion no se observd en los modelos
derivados de células LNCaP. De hecho, observamos que la resistencia a ADT en
combinacién con AA (R-ADT/AA) no involucraba una regulacion al alza de
AR-V9. Cabe destacar que AA fue mas efectiva en los modelos celulares de
LNCaP que en los de 22RV1, mientras que Enz fue mas eficiente en las células

22RVI. En este caso, si se observo una regulaciéon al alza de AR-V9. Estos
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resultados sugieren la necesidad de detectar los niveles de expresion de ambas
variantes, AR-V7 y AR-V9, en los pacientes de CaP antes de elegir la mejor

opcidn terapettica (Enz o AA).

3. Los modelos celulares de CRPC desarrollan resistencia
cruzada a otros tratamientos

El desarrollo de los NHAs ha supuesto un gran avance en el tratamiento en el
manejo clinico del CRPC, lo que ha mejorado notablemente la supervivencia de
los pacientes de CaP. Sin embargo, determinar la secuencia correcta en los
tratamientos en CRPC sigue siendo complicado, ya que pueden desarrollarse
resistencias cruzadas. Esto supone un reto ain mayor que la resistencia
preexistente, que depende principalmente del perfil genético del individuo, ya
que la resistencia adquirida se desarrolla como respuesta a los tratamientos
dependiendo tanto de la heterogeneida tumoral como de los procesos de

seleccidn clonal®®,

Normalmente, la resistencia cruzada a un farmaco surge debido al tratamiento
previo con otro farmaco con un mecanismo de accion similar; por lo que seria
légico pensar que el uso secuencial de antiandrégenos en CRPC podria reducir
la eficacia de los mismo. De acuerdo con esto, hemos visto que una vez que las
lineas celulares de CaP adquieren resistencia tras el tratamiento concomitante
con R-ADT/AA, el uso secuencial de Enz no reduce la tasa de proliferacion,
demostrando la adquisicion de resistencia cruzada entre ambos NHAs, como ya
ha sido descrito en pacientes de mCRCP¢18518 De jgual manera, otros
estudios han demostrado que en células de CaP resistentes a la castracion, la
adquisicion de resistencia a Enz o AA exhibe resistencia cruzada al tratamiento

altenativo®%18,

Dentro de las recomendaciones para el manejo clinico del CRPC, ha sido
aprobado el uso de Apa en CRPC no metastdsico tras el tratamiento con
AA%2842 a5i como para el tratamiento del CaP metastasico sensible a la
castracion!®. De hecho, el ensayo clinico SPARTAN mostr6 que en pacientes de

nmCRCP el tratamiento con Apa mejoraba la supervivencia libre de
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metdstasis®?

. Puesto que Apa es un analogo de Enz*, cabria esperar que el
desarrollo de resistencia cruzada a Apa se produjera especialmente tras el uso de
Enz, y en menor medida tras la deprivacién androgénica o el tratamiento con
AA. Contrariamente a lo esperado, aunque la mayoria de los modelos de
resistencia mostraron un aumento de la tolerancia a Apa, la mayor tolerancia se
observo en el caso de la linea LNCaP R-ADT/AA y la linea 22RV1 R-ADT que
fueron capaces de proliferar con normalidad y conservaron su capacidad
clonogénica en presencia de Apa. En concordancia con nuestros resultados, un
trabajo demostrd la presencia de resistencia cruzada a Apa en modelos de
resistencia a Enz o AA, y ademas, la resistencia adquirida a Apa desencadenaba
resistencia cruzada al resto de antiandrogenos en células de CaP**2 Todo ello
evidencia que el uso combinado de los diferentes NHAs disponibles podria tener

una ventaja frente a su uso secuencial en el abordaje del CRPC.

De hecho, un estudio clinico ha evaluado la combinacién de AA y Apa en
mCRPC demostrando su actividad antitumoral'®2, Se ha visto que la exposicion
continuada a los tratamientos de segunda linea en los pacientes de CRPC
conlleva la adquisicion de resistencia'¥1%, En este sentido, se ha asociado una
mayor heterogeneidad en las CTCs con una peor progresion y SG en pacientes
tratados con antiandrdgenos'®®. De acuerdo con ello, observamos que la
tolerancia a Apa en nuestros modelos de resistencia de las células LNCaP
aumentaba con el tiempo de exposiciéon al farmaco. Curiosamente, no
observamos este mismo efecto en las lineas 22RV1 donde, a excepcién de las
células 22RV1 R-ADT que mostraron resistencia cruzada a Apa, el resto de
lineas mostraron una tendencia a un aumento de la sensibilidad a este firmaco
con el tiempo. Estos resultados evidencian la gran variabilidad en la respuesta a

los tratamientos también observada en la practica clinica.

Por otro lado, quisimos evaluar el papel del AR en la respuesta a Apa. Al igual
que ocurria con el resto de tratamientos evaluados, la exposicidon a Apa en lineas
sensibles se relacioné con una activacién transcripcional del AR independiente

de las variantes AR-V7y AR-V9. Por el contrario, Zhao y cols.*

observaron que
el tratamiento con Apa no tenia ningin efecto en la expresion del AR en células

22RV1. En el caso de lalinea LNCaP R-ADT/AA que mostrd resistencia cruzada
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a Apa, se observo un aumento tanto del AR full-length como de AR-VO9.
Mientras que en las lineas 22RV1 R-ADT y 22RV1 R-ADT/E+AA tratadas con
Apa, no se observaron diferencias de expresion en el AR full-length pero si una
represion de las variantes AR-V7y AR-V9. Esto concuerda con nuestra teoria
de que, la adquisicion de resistencia a las terapias antriandrogénicas estaria
ligada con un aumento de la actividad transcripcional del AR. Sin embargo, la
presencia de resistencia cruzada a otros tratamientos provocaria que la
administracién de los mismos no ejerza ninguna presion sobre el eje de

seflalizacién del AR.

Aunque los principales tratamientos contra el CaP se basan en terapias
hormonales, incluso en el caso de CRPC, las opciones disponibles para los
pacientes con mCRPC han aumentado en los ultimos afos. A pesar de que la
sefializaciéon androgénica es fundamental en las diferentes etapas de la
enfermedad, el uso de quimioterapia como primera linea de actuacién en
aquellos pacientes con mCRPC ha demostrado mejorar la supervivencia global,
especialmente en el caso de Dctx!%. Actualmente, la SEOM recomienda el uso
de Dctx como primera linea de actuacion tras el fallo de ADT en pacientes de
mCRPC sintomatico, y como segunda linea en pacientes de mCRPC

asintomatico en los que ha fallado el tratamiento con Enz o AA*%.

El principal beneficio que aporta el uso de quimioterapia es que, mientras que
los NHAs han demostrado generar resistencias cruzadas en CRPC, la
quimioterapia tiene un gran potencial para retener su eficacia tras el desarrollo
de resistencia a ADT*®>. En nuestro trabajo, Dctx demostro tener una eficacia
similar en la mayoria de modelos de resistencia concomitantes y en las lineas
silvestres. Ademas, Dctx actiia mediante una unién a las proteinas constitutivas
de los microtubulos que previene la despolimerizacién, lo que provoca un
bloqueo de la mitosis y como resultado la posterior induccion de apoptosis'®.
De esta forma observamos una evidente parada del ciclo celular en G¢/G; y una
acumulacion de células muertas (pico Sub-Gy), asi como la incapacidad de las
células para formar colonias en presencia de Dctx. Sin embargo, los modelos de
resistencia a ADT presentaron resistencia cruzada a Dctx, que se vio tanto por

la capacidad de proliferativa como por el perfil de ciclo celular. Aunque cabe

166



DISCUSION

destacar que esta tolerancia a Dctx disminuia con el tiempo de tratamiento y su
efectividad se incrementaba con el nimero de pases. Asi mismo, las lineas

celulares R-ADT no conservaron su capacidad clonogénica.

La poblacion de células de CaP es heterogénea, lo que hace que puedan darse
varios mecanismos de resistencia simultineamente. Esto resulta en una
seleccion de aquellas células resistentes a Dctx o la modificacion de aquellas
sensibles para adquirir resistencia. Ademas, el microambiente tumoral también
juega un papel esencial en la resistencia’®®. Lo que podria explicar que una célula
individual no sea capaz de proliferar en presencia de Dctx. La resistencia cruzada
entre las terapias hormonales y los taxanos ha sido estudiada en diversos
estudios in vitro. Algunos de ellos han mostrado que modelos de CaP resistentes
a Enz o AA también exhibian resistencia a Dctx!®4, contrariamente a lo
observado en nuestro laboratorio. En definitiva, nuestros datos sugieren que la
eficacia de Dctx seria mayor antes de la adquisicion de resistenciaa ADT o como
segunda linea de actuacién en mCRPC. En concordancia con ello, dos ensayos
clinicos, CHAARTED y STAMPEDE, han demostrado que el uso de Dctx junto
a ADT en CaP sensible a la castracion mejora la supervivencia'®®. Esto sugiere
que podria haber una interaccion entre la ruta de sefializacién androgénica y la
sensibilidad a Dctx.

Por ello, quisimos evaluar si la resistencia cruzada estaba mediada por la
actividad transcripcional del AR. No se observo correlacion entre la expresion
del AR full-length y las variantes AR-V7y AR-V9 y la respuesta a Dctx. Sin
embargo, en los dos modelos de resistencia a ADT el tratamiento con Dctx
inducia una sobreexpresion del AR total, pero no del AR full-length y las
variantes AR-V7y AR-V9. Komuray cols.’®” observaron que en lineas celulares
de CaP KDMDS5 interacciona con el AR alterando su actividad transcripcional,
y su pérdida durante la ADT resulta en la adquisiciéon a resistencia Dctx.
Ademas, estos resultados fueron corroborados en tumores de pacientes de

CRPC, donde se relacion6 una menor expresion de KDM5D con peor SG.

Por otro lado, diversos trabajos han investigado la expresién de AR-V7 como
biomarcador predictivo de respuesta a la quimioterapia, y todos ellos han

concluido que, mientras que AR-V7 se asocia con un peor prondstico en la
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respuesta a las terapias contra el AR, no se podia relacionar con la resistencia a

taxanos®®.

Nuestros resultados, junto con los de otros investigadores,
evidencian que la sensibilidad a Dctx se encuentra modulada por la sefializaciéon
androgénica, y hacen necesario su estudio en profundidad para determinar los
mecanismos moleculares responsables del proceso y las importantes

consecuencias en la mejora de las terapias actuales.

4. La adquisicion de resistencia a la deprivacién androgénica
estd ligada a un aumento de la capacidad tumorigénica

La adquisicion de resistencia a los tratamientos en CaP promueve la progresion
tumoral y, en ultima instancia, la metdstasis. Puesto que la heterogeneidad
tumoral juega un papel fundamental en la adquisiciéon de resistencia a los
tratamientos y que la inhibiciéon prolongada de la senalizacion androgénica
puede promover la plasticidad celular, quisimos evaluar los perfiles de expresion
de los modelos de resistencia a ADT y NHAs. Se ha visto que las terapias
antiandrogénicas dirigen la desdiferenciacion y transdiferenciaciéon celular, lo
que resulta en la expresion de marcadores de EMT, NE y CSC'%, Por tanto,
cabria esperar la presencia de estos fenotipos en los modelos de resistencia a la

deprivacién androgénica y a los tratamientos de segunda linea.

Cuando se estudio6 el perfil de expresion en los modelos de resistencia a ADT, se
observd la sobreexpresion de marcadores relacionados con un fenotipo
neuroendocrino, como NSE o CHGA, y de caracteristicas stem cell-like, como
SOX2, NANOG o CD44. De igual manera, en los modelos de resistencia a los
tratamientos de segunda linea Enz y AA también se observaron cambios en
dichos perfiles. La resistencia a Enz indujo perfiles diversos en los diferentes
modelos. Por un lado, se observé un incremento generalizado de marcadores de
CSC vy fenotipo NE en los modelos de las células LNCaP y 22RV1
respectivamente. Por otro lado, en ambos modelos de resistencia a AA se
observé un fenotipo EMT y NE, y en el caso de la linea LNCaP R-ADT/AA
también caracteristicas CSC. Por ultimo, la linea resistente al tratamiento
combinado con Enz y AA adquiri6 un perfil de expresion de CSC.

Destacablemente, a pesar de encontrarse representados los tres perfiles de
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expresion estudiados en los diversos modelos, existe una amplia heterogeneidad
tanto entre los diferentes tratamientos como en las dos lineas celulares
empleadas en estos modelos, LNCaP y 22RV1.

La amplia heterogeneidad fenotipica y la resistencia a los tratamientos
antiandrogénicos que presentan nuestros modelos ya se ha descrito previamente
en numerosos trabajos. Por un lado, casi todas las lineas resistentes presentan
una sobreexpresion de marcadores de CSC, lo que se ve respaldado por la teoria
de que las CSC son las células responsables de inicio del proceso metastasico y
pueden cambiar de un estado epitelial a mesenquimal®>!*2, Asi mismo, diversos
estudios han relacionado la deprivaciéon androgénica con la expresién de
marcadores de CSC. Entre ellos, Jeter y col. describieron que la sobreexpresion
de NANOG en células LNCaP les conferia resistencia a ADT. Asi mismo,
diversos trabajos han demostrado que la ADT induce la sobreexpresién de
marcadores de CSC en tumores xenografos de células LNCaP, entre ellos CD44
200201 Asi mismo, se ha visto la sobreexpresion de genes relacionados con CSC
como SOX2, NANOG o CD44 en células LNCaP y C4-2B resistentes a Enz?%,

También existen evidencias de que la resistencia a la deprivaciéon androgénica
esta relacionada con el fenotipo NE. En este sentido, Lin y col. **identificaron la
presencia de CHGA y ENO2 en tumores de CRPC. Ademas, observaron que
ADT promueve la sobreexpresion del receptor del factor epidérmico de
fibroblastos (EGFR) en CaP, lo que dirigiria la diferenciacion NE mediante la
regulacién transcripcional del receptor del factor inhibidor de la leucemia
(LIFR).De forma independiente, Komiya y col. identificaron una mayor
frecuencia de marcadores de diferenciacion NE como CHGA o NSE, asi como
la ausencia del AR, en pacientes de CRPC con respecto a pacientes de CaP
hormono-sensibles, y se relacioné con un peor pron6stico’®®. En un ensayo
clinico en pacientes de mCRPC que presentaban resistencia a Enz y/o AA, se
observd NEPC de células pequeiias en un 17% de los pacientes y, ademads, se
relacion6 con una menor supervivencia?®. De igual modo, otro estudio en
pacientes de mCRPC tratados con Enz o AA observé la presencia de fenotipo

NE en un 10% de los pacientes®°.
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Por ultimo, solo los modelos de resistencia a AA han mostrado fenotipo EMT,
lo que podria deberse a que las CSC y el proceso de EMT estan altamente ligados,
por tanto, las células con caracteristicas CSC presentes en las células resistentes
podrian sufrir cambios a un fenotipo parcial de EMT, lo que se ha asociado con
la capacidad pluripotente de las células tumorales®®!'2, En este sentido, Shang Z.
y cols. vieron que la deprivacién androgénica incrementaba las células stem cell-
like CD44* en tumores de CRPC en comparacion con aquellos hormono-
sensibles, y ademds demostraron que estas células podrian ser las iniciadoras del
proceso de EMT modulado por la sefializacion TGFB1-CD44%%7. Ademis, la
deprivacién androgénica ha sido ampliamente relacionada con la induccién de
EMT vy con la plasticidad mediante la trans-diferenciacion neuroendocrina®°®,
Por ejemplo, la expresiéon constitutiva de SNAIL1, marcador relacionado con
EMT, en células LNCaP indujo caracteristicas de NE, entre ellas la expresion de
marcadores tipicos como CHGA y NSE?®. En concordancia con ello, la
remodelacién en la transdiferenciaciéon neuroendocrina tras la castracién
quimica en un modelo PDX resulté en una sobreexpresion de factores de
transcripcion de EMT SNAIL y ZEBI y genes asociados a caracteristicas stem
cell, como LEF1%%°, Tanaka y col. describieron que el bloqueo de EMT con
anticuerpos monoclonales contra N-cadherin previene de la resistencia a la

castracion en lineas celulares de CaP y modelos xendgrafos?*!.

Una explicacién a la presencia de esta gran diversidad fenotipica podria residir
en el modelo de seleccidn clonal. Existen diversas evidencias sobre las ventajas
de la selecciéon clonal en las células independientes de androgenos?'2. Por
ejemplo, tras la terapia de ADT las células con caracteristicas CSC tendrian una
ventaja proliferativa que les permitiria expandirse tras el tratamiento’?.
Ademas, diferentes modelos de diferenciacion NE sugieren que las NEPC
provienen de la diferenciacion de las CSC!®1?8, Esta teoria de resistencia a la
castracién se basa en que las células resistentes agresivas presentan unos
patrones de expresion génica y unas caracteristicas moleculares que no se
encuentran en las células parentales*’?. Del mismo modo, el proceso de EMT
estd asociado con la resistencia a las terapias, metastasis y agresividad de la

enfermedad?°8.
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Con todo ello, nuestros resultados concuerdan con la gran diversidad fenotipica
presente entre los pacientes de CRPC. Lo cual le da gran importancia a la
necesidad de estudiar la relacion entre la adquisicion de resistencia y los cambios
genéticos y funcionales que conlleva. Por ello, quisimos evaluar la malignidad
tumoral asociada a los diferentes fenotipos genéticos en las lineas celulares

resistentes a la deprivaciéon androgénica y NHAs.

Los dos modelos de resistencia a ADT mostraron un aumento de la capacidad
de migracién y de la capacidad invasiva, asi como su capacidad clonogénica.
Cabe destacar que la linea celular LNCaP silvestre, que presenté mayor
sensibilidad inicial a los diferentes tratamientos, no fue capaz de formar colonias
previo a la adquisicion de resistencia. En el caso de los modelos concomitantes,
la adquisicion de resistencia fue ligada a un aumento en la capacidad de
migracion. Ademas, los dos modelos de resistencia a los tratamientos de segunda
linea (R-ADT/Enz y R-ADT/AA) de la linea LNCaP presentaron un claro
aumento de la capacidad clonogénica. Por el contrario, los modelos
concomitantes de la linea 22RV1, presentaron una reduccién en la capacidad
clonogénica respecto a la linea silvestre. En conjunto, nuestros datos sugieren
que la resistencia a las terapias antiandrogénicas va ligada a un aumento de la

capacidad tumorigénica, especialmente en el caso de ADT.

La metastasis es la responsable de la mayoria de muertes asociadas a cancer. En
este sentido, la capacidad de migracién e invasién son fundamentales para el
inicio del proceso metastasico, ya que permiten a las células desprenderse de la
masa tumoral y atravesar la membrana basal. Estas células tumorales alcanzaran
posteriormente la membrana extracelular de los tejidos colindantes a través del

proceso de intravasaciéon?'3.

En este sentido, los fenotipos asociados a malignidad tumoral son esenciales
para la diseminacion tumoral?®. El crecimiento tumoral frecuentemente esta
mediado por el proceso de EMT que permite la separacion de las células
individuales del tumor primario mediante la regulacién a la baja de los
marcadores epiteliales y la pérdida de las uniones intercelulares, junto con un
aumento de la motilidad celular tipica de las células mesenquimales.

Normalmente las células epiteliales que forman el tumor estan fuertemente
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unidas a las células subyacentes y a las membranas basales, lo que las inmoviliza.
Durante la progresion tumoral, las células se liberan de estas uniones, haciendo
posible el proceso de extravasacion. Para ellos las células tumorales sufren
diferentes alteraciones genéticas y epigenéticas, que les confieren mayor
agresividad. Ademas, diversos estudios han demostrado la aparicion de tumores
metastasicos y NE después de la terapia con ADT y los NHAs, lo que puede
atribuirse a la activacion de mecanismos clave de plasticidad celular que, ademas
aumentan la invasion y la migracion de las células tumorales'®®. En definitiva, la
adquisicién de resistencia a ADT y a los NHAs Enz y AA, estaria ligada a una
diferenciaciéon hacia fenotipos mads agresivos como CSC, EMT y NE.
Consecuentemente, se incrementa la malignidad tumoral, lo que se ve reflejado
en una mayor capacidad de migracién e invasiéon, asi como una mayor

clonogenicidad.

Como conclusion nuestro trabajo ha identificado que el tratamiento con Enz o
AA podria ser mas efectivo usandose como primera linea terapéutica en el CaP
sensible a andrdégenos, ya que ADT induce mecanismos de resistencia
adicionales que reducen la eficiencia de estos fairmacos como segunda linea de
tratamiento. Asi mismo, nuestros modelos de CRPC recapitulan la adquisicion
de resistencia cruzada entre los diferentes NHAs observada en los pacientes de
mCRPC. Asi como la presencia de fenotipos de CSC, EMT y NE, que se
relacionan con mayor malignidad tumoral. Todo ello le dan un gran valor como
herramienta para el estudio e los procesos moleculares que se esconden detras

de la adquisicion de resistencia.
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1. Se han generado modelos celulares de CaP resistentes a ADT (R-ADT)
capaces de proliferar con normalidad en ausencia de andrégenos. Las lineas
celulares R-ADT presentan una mayor tolerancia a los tratamientos de
segunda linea Enz y AA.

2. Se han generado modelos de resistencia a ADT y NHAs (R-ADT/Enz, R-
ADT/AA y R-ADT/Enz+AA) que son capaces de crecer con normalidad en
ausencia de andrégenos y desarrollan resistencia cruzada al tratamiento
alternativo.

3. La adquisicion de resistencia a la deprivacion androgénica estd relacionada
con la activacion transcripcional del AR que se ve reflejada por una
sobreexpresion del AR full-lengthy sus genes diana, pero no necesariamente
de las variantes AR-V7y AR-V9.

4. Los modelos de resistencia a ADT (R-ADT) poseen mayor capacidad de
migracion e invasion, asi como una mayor capacidad clonogénica.

5. Los modelos de resistencia a ADT y NHAs (R-ADT/Enz, R-ADT/AA y R-
ADT/Enz+AA) poseen mayor capacidad de migraciéon y una mayor
capacidad clonogénica.

6. La adquisicion de resistencia en los diferentes modelos de resistencia esta
relacionada con la adquisicién de marcadores de fenotipo de CSC, EMT o
NE.

7. Se han desarrollado lineas celulares estables de CaP silvestres y resistentes a
ADT (R-ADT) con silenciamiento selectivo del ARy sus variantes AR-V7 y
AR-V9 mediante shRNAs.

8. El silenciamiento parcial de AR full-length induce una menor capacidad
proliferativa en lineas celulares LNCaP y 22RV1 silvestres, una disminucién
en la actividad transcripcional del AR en lineas LNCaP silvestre y LNCaP R-
ADT y un aumento de la expresiéon de AR-V9 en LNCaP silvestre.

9. El silenciamiento parcial de AR-V7 induce una menor capacidad
proliferativa, una disminucién en la expresion de la isoforma AR-V9, una
disminucion de la actividad transcripcional del AR en las lineas celulares
LNCaP y 22RV1 silvestres. Por el contrario, promueve un aumento de los
genes diana de AR en la linea celular LNCaP R-ADT.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

El silenciamiento parcial de AR-V9 induce una menor capacidad
proliferativa en la linea celular, una disminucién de la expresién de las
variantes AR full lenght y AR-V7 y un aumento de la actividad
transcripcional del AR en las células LNCaP R-ADT. Sin embargo, este
mismo silenciamiento promueve la reduccién de la actividad transcripcional
del AR en la linea celular 22RV1 R-ADT.

La mayoria de los modelos celulares de CRPC desarrollan resistencia
cruzada a Apalutamida, siendo capaces de proliferar, mantener perfiles de
ciclo celular similares a las células sin tratar y conservar su capacidad
clonogénica.

La resistencia cruzada a Apalutamida en los modelos de resistenciaa ADT y
ADT + Enz y/o AA es independiente de los niveles de expresion de las
variantes AR-V7y AR-V9.

Los modelos celulares de resistentes a ADT (R-ADT) desarrollan resistencia
cruzada a Docetaxel, permitiendo su proliferacion y el mantenimiento de los
perfiles de ciclo celular. Este farmaco induce la expresion de AR total, pero
no del AR full lenght o las isoformas AR-V7y AR-VO9.

Los modelos de resistencia a ADT y NHAs (R-ADT/Enz, R-ADT/AA y R-
ADT/Enz+AA) son mas sensibles a Docetaxel que induce parada del ciclo
celular y apoptosis, bloquea su capacidad clonogénica y promueve la
expresion del AR.

No se observo una relacion entre la expresion de AR full length, las variantes
AR-V7 y AR-V9 y la respuesta a Docetaxel en ninguno de los modelos

celulares resistentes generados.
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