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RESUMEN
El cancer de prdstata es una de las neoplasias malignas mas frecuentes en la poblacidn
masculina mundial, y la enfermedad metastasica la principal causa de muerte asociada a
esta enfermedad?',?. El requerimiento de nuevas drogas en el escenario terapéutico ha

llevado a la busqueda de nuevos participes en el desarrollo de este tipo de tumor.

La relevancia del acido 20-hidroxieicosatetraendico (20-HETE), producto del metabolismo
del acido araquidénico por las isoformas del citocromo P450 (CYP4F2 y CYP4A11), ya ha sido
estudiada en varios tipos tumorales, y existen evidencias in vitro e in vivo que sostienen su
participacién en algunos aspectos relevantes de la biologia tumoral®%. Sin embargo, el
conocimiento de su importancia en la biologia del cancer de prdostata es muy escasa. Si bien
datos previos, obtenidos in vitro demostraron la contribucién del 20-HETE al sostenimiento
de la viabilidad de células de cancer de prostata sensibles a andrégenos (LNCaP)>, aun no

existen datos in vivo que revelen su aporte al desarrollo tumoral.

Planteamos entonces, como objetivo principal del presente trabajo evaluar in vivo la

participacion del 20-HETE en el desarrollo tumoral en un modelo murino de cdncer de

prostata hormono dependiente.

Los objetivos especificos fueron:

Objetivo especifico 1: Esclarecer si la inhibicion sistémica de la sintesis del 20-HETE

disminuirad el crecimiento de tumores generados por células LNCaP en animales intactos.

Vi
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Objetivo especifico 2: Comparar el efecto de la inhibicion sistémica de la sintesis del 20-

HETE sobre el crecimiento de tumores generados por células LNCaP entre animales

intactos y orquiectomizados.

Para ello desarrollamos un modelo murino de cadncer de préstata en ratones
inmunosuprimidos. De los estudios preliminares realizados concluimos que, en nuestras
condiciones experimentales, el modelo mas favorable seria la inyeccién en el flanco dorsal
derecho de células sensibles a andrégenos, LNCaP, (5x10°cel/0,1ml), resuspendidas en
Matrigel. Cuando los tumores alcanzaron un volumen entre 100-150 mm?, los animales
fueron separados aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales: intactos
(CONTROL), sometidos a castracion quirurgica (QX), tratados con un inhibidor de la sintesis
del 20-HETE (HET0016), y castrados-tratados (QX+HET0016). Para la inhibicidn sistémica de
la sintesis del 20-HETE se utilizd N-hydroxy-N'-(4-n-butyl-2-methylphenyl) Formamidine
(HETO016, 10mg/kg/dia, via de administracién intraperitoneal ( i.p) cinco dias a la semana)
6, Los tumores se midieron tres veces por semana y los animales fueron sacrificados cuando

el didmetro mayor tumoral llegd a los 17,0 mm.

Las muestras tumorales obtenidas de la necropsia fueron separadas para el estudio
histolégico e inmunohistoquimico y para determinar la expresién de proteinas totales por

Western blot.

En el analisis del curso temporal del crecimiento de los tumores se observd que éste fue
sostenido en los animales controles. Por el contrario, en los grupos HET0016 y QX, el

crecimiento fue menor durante la primera semana, pero, entre los dias siete y catorce




aproximadamente, la pendiente de crecimiento se asemejé al control. En cambio, la tasa de
crecimiento tumoral fue sostenidamente menor en el grupo QX+HET0016, hasta el dia
nueve y, con la excepcidn de un repunte transitorio entre los dias nueve - dieciséis, la tasa
de crecimiento permanecio baja hasta el sacrificio de los animales. El volumen tumoral final
resultd menor al control en todos los grupos experimentales (control 1271+43 mm?3, QX
1041422 mm3, HET0016 1084+42 mm3, QX+HET0016 857+47 mm3, vs. Control * p<0,05,

**p<0,01, **** P<0.0001 para los grupos HET0016, QX y QX+HET0016 respectivamente).

El examen histoldgico de los preparados revelé una arquitectura tumoral conservada, con
células poliédricas con nucleos redondeados y eucromaticos, y nucleolos evidentes. No
hubo diferencias entre grupos a excepcién del grupo QX+HET0016, donde se observan
células con cromatina nuclear condensada, con apariencia de picnosis, y citoplasma
vacuolado. La expresion inmunohistoquimica de CYP4F2 resulté positiva en todos los

preparados.

Del analisis de las muestras tumorales surge que la proliferacién celular, estimada por el
indice mitdtico, fue menor al control en todos los grupos restantes (en %: control
13.20+1,15, QX 3.51+0,42, HET0016 10.37+0,70, QX+HET0016 3.34+0,66, vs. Control:
HET0016 p<0.05; QX y QX+HET0016 p<0.0001). En cuanto a la vascularizacién, evaluada por
la expresion del marcador vascular CD31, el andlisis cuantitativo mostré una disminucién
significativa de 69% respecto del control sélo en el grupo QX+HET0016 (p<0,01). En este
ultimo grupo la vascularizacion también resulté menor a los grupos QX y HET0016 (p<0,05

para ambos).




Finalmente, se analizd por Western blot la expresién del CYP4F2 y del receptor de
andrdégenos en homogenatos tumorales. La expresion del CYP4F2 fue significativamente
menor al control en los grupos QX y QX+HET0016 (p<0,01 para ambos). El tratamiento con
HET0016 redujo la expresion del CYP4F2 respecto del grupo QX (p<0,01). En cuanto al
receptor de andrdégenos, en el grupo QX su expresion aumenté en un 90% respecto del
control (p<0.0001), sin cambios en el grupo HET0016. El efecto mads relevante del
tratamiento con HET0016 fue la dramatica reduccidon de la expresién del receptor de
andrégenos en el grupo QX+HET0016 respecto del grupo QX (77%, p<0.0001), aun por

debajo de la expresién en el grupo control (p<0.01).

La reduccion del volumen tumoral y del indice mitdtico en los animales tratados con
HETO0016 sugiere que el 20-HETE desempefia un papel importante en el desarrollo del
tumor. Por otro lado, el hecho de que el HET0016 no afectara la vascularizacion del tumor
no desestima los efectos proangiogénicos del 20-HETE observados in vitro>, e indica que el
20-HETE no es el Unico responsable de este proceso. Asi, su disminucién puede haber sido
compensada por otros factores proangiogénicos. Mas aun, a partir de la importante
disminucién de la vascularizacién en los animales QX+HET0016, que también se observé en
la tasa de crecimiento y en el volumen tumoral final, podriamos inferir que existe una

cooperacion entre el 20-HETE y los andrégenos en el desarrollo tumoral.

Es importante destacar que la combinacién de ambos tratamientos redujo significa mente
la expresién del CYP4F2 (y por ende la disponibilidad del 20-HETE), y revirtié la
sobreexpresién del receptor de andrégenos secundaria a la castracidén. Debido a que la

expresiéon de una amplia variedad de genes asociados a la tumorigénesis esta bajo




regulacion del receptor de andrdégenos, esta ultima observacidon es clave para la

interpretacion del menor desarrollo tumoral en los animales QX+HET0016.

De esta forma, el presente trabajo aporta evidencias que sefalan al 20-HETE como un
participe en el desarrollo del cancer de prdstata. Los resultados aqui presentados abren la
posibilidad de interferir en un futuro con su sintesis como una posible herramienta

terapéutica, en particular asociado a terapias de deplecién androgénica.

Xl
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CAPITULO I

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La préstata es una glandula particularmente sensible a la accién de los andrégenos. Los
andrdgenos son esenciales para el desarrollo de la préstata normal y, en caso de generarse
un tumor en la glandula, regulan asimismo su crecimiento durante las primeras etapas del
desarrollo tumoral. Esta dependencia dio origen a la terapia de deprivacion de andrégenos
como principal tratamiento del cancer de préstata. Sin embargo, en la mayoria de los
pacientes las neoplasias se vuelven refractarias al tratamiento de deprivacién dando origen
a tumores que suelen resultar aun mas agresivos (CRPC, del inglés, Castration Resistant

Prostate Cancer). La persistencia de la actividad del receptor de andrégenos (RA) en los

pacientes con CRPC, a pesar de la disminucién de los niveles de testosterona sérica por el
tratamiento de ablacion hormonal, requiere de la busqueda de nuevas estrategias

farmacoldgicas’.

El 4cido 20-hidroxieicosatetraendico (20-HETE) ha sido identificado como una molécula
necesaria para el sostenimiento de la viabilidad celular inducida por los andrégenos en

células de cancer de prdstata sensibles a andrégenos (células LNCaP)>.

Existen evidencias bibliograficas in vitro que relacionan al 20-HETE con procesos clave para
el desarrollo de otros tumores primarios y de sus metastasis®. Sin embargo, existen ain muy
escasas evidencias en la literatura sobre el papel del 20-HETE en el cancer de préstata.
Ademas, si bien existen datos in vivo respecto de la accion del 20-HETE en otros modelos

tumorales, por el momento se desconoce su papel en el desarrollo tumoral del cancer de




prostata en modelos animales. Este punto en particular serd abordado en el desarrollo del

presente trabajo de tesis.

2. MARCO TEORICO

2.1.  Metabolismo del 4cido araquiddnico.
El acido araquiddnico (AA) es un acido graso poliinsaturado de veinte carbonos que forma
parte de los fosfolipidos que componen todas las membranas bioldgicas, y es

particularmente abundante en cerebro, musculo e higado®.

Su liberacion al citoplasma es mediada por la acciéon de enzimas de la familia de Ia
fosfolipasa A2 (del inglés PLA-2) activadas a través de neuro efectores como la adrenalina,
la angiotensina Il y la bradiquinina. La PLA-2 hidroliza el enlace éster de la posicién 2 de los
fosfolipidos, permitiendo la liberacién del acido graso y su metabolismo intracelular por una

variedad de enzimas™®.

El AA produce metabolitos biolégicamente activos que difieren segun las enzimas que los
sintetizan: productos de la ciclooxigenasa (COX), de la lipoxigenasa (LOX), y del citocromo

P450 (CYP)L.

2.1.1. Viade la ciclooxigenasa (COX).

La via de la COX tiene dos principales enzimas, la COX-1y la COX-2, criticas en los procesos
de inflamacién de los tejidos y la homeostasis. Ambas enzimas actuan sobre el AA que es
metabolizado a un intermediario de las prostaglandinas (PGs), la PGH2’. La PGH2 es una PG

inestable que es precursora de cinco de los prostanoides mas importantes: PGD2, PGE2,




PGF2,y PGI2 (prostaciclina), y del tromboxano (TXA2). Todos ellos tienen un rol significativo

en los procesos de inflamacién asociada al cédncer, la progresion tumoral y la metéstasis®.

2.1.2. Viade la lipoxigenasa (LOX).

El camino de la LOX produce diferentes compuestos, entre ellos leucotrienos (LTs), lipoxinas
(LXs), hepoxilinas (HOs) y algunos de los dacidos hidroxieicosatetraendicos (HETEs),
implicados en el desarrollo de inflamacidn, reacciones alérgicas, broncoconstriccién vy

vasoconstriccion®?.

De este grupo de eicosanoides, los mas estudiados son los LTs que son sintetizados en
células del sistema inmune, por ejemplo: neutréfilos, monocitos y mastocitos, y tienen un

rol clave en la inflamacidn'?.

2.1.3. Via del Citocromo P450 (CYP).

Si bien las vias de la COX y la LOX fueron las primeras en ser estudiadas, trabajos pioneros
de Estabrook, Capdevila y Falck caracterizaron una tercera via del metabolismo del AA, la
del CYP microsomal®> 18, e identificaron los productos finales de esta via que resultaron ser

diferentes a los prostanoides y los leucotrienos'’- 18,

Los CYPs conforman una super familia de proteinas que contienen un grupo HEMO en su
estructura y catalizan reacciones de oxidacion de diversos compuestos enddgenos vy
exogenos. Para su funcién necesitan de la presencia de cofactores: nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH), NADPH reductasa, y el complejo Cytb5 oxidasa en presencia

de oxigeno!’. En el humano existen 57 genes y 41 proteinas activas que se agrupan en




familias y subfamilias en funcién a su homologia estructural'’. En el ratdn, en cambio,

existen 103 genes funcionales?®.

Si bien se expresan abundantemente en el higado donde participan, entre otras acciones,

del metabolismo de xenobidticos, su expresidn es generalizada.

Las isoformas del CYP tienen, ademas, la capacidad de transformar otros sustratos como
colesterol, esteroides, vitaminas, y acidos grasos. Con relacion al metabolismo del AA, de

acuerdo a la reaccién que catalizan se pueden clasificar en:

1. Epoxigenasas: pertenecen a las subfamilias CYP2Cy CYP2J y adicionan un grupo funcional
epoxi (-O-) entre dos dtomos de carbono adyacentes que previamente estaban unidos
por un doble enlace. De esta manera se obtienen los acidos epoxieicosatriendicos (EETs),
gue reciben su nombre de acuerdo con la posicion donde esta la union al oxigeno: 5,6-

EET; 8,9-EET; 11,12-EET y 14,15-EET.

2. w-hidroxilasas o 20-hidroxilasas (esta ultima nomenclatura es la que se utilizard en el

resto del trabajo): adicionan un grupo funcional hidroxilo (-OH) al carbono en posicién
veinte del AA. Este nuevo compuesto formado recibe el nombre de acido 20-

hidroxieicosatetraendico (20-HETE). Esta via es de gran interés para el presente trabajo.

La Error! Reference source not found.resume las vias metabdlicas del AA.
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Figura 1. Vias del metabolismo del dcido araquiddnico (AA). El AA es liberado por la fosfolipasa A;
(PLA;) al citoplasma donde puede sufrir oxidacidn a través de tres vias: la via de la ciclooxigenasa, la
via de la lipoxigenasa, o del citocromo P450. Entre las isoformas de este ultimo se encuentran las
epoxigenasas y las o-hidroxilasas. Los productos epoxigenados son inactivados por la hipdxido
hidrolasa soluble. En el grafico se observan los productos del metabolismo del AA por las tres vias.

Adaptado de “Expression and Function of Eicosanoid-Producing Cytochrome P450 Enzymes in Solid
719
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2.1.3.1. CYPs con actividad de 20-hidroxilasa.

Las principales isoformas del CYP con actividad 20-hidroxilasa pertenecen a las subfamilias
4A y 4F 2°, En el humano las dos principales 20-hidroxilasas son el CYP4A11y el CYP4F2y,
entre ellas, el CYP4F2 posee mayor actividad catalitica, por lo que se priorizara su estudio
en este trabajo?Y 2% 23, Otras isoformas, incluyendo al CYP4F3, también poseen la capacidad

de producir 20-HETE, aunque con menor actividad?*.

Las isoformas con actividad 20-hidroxilasa propias del ratén son el CYP4A10, el CYP4A12 y
el CYP4A14, siendo el CYP4A12 la isoforma de mayor actividad bioldgica®. Estas enzimas
estan expresadas en diferentes tejidos y sometidas a regulacién transcripcional por diversos

factores que son activados por hormonas y xenobidticos.

El musculo liso de los vasos sanguineos constituye el sitio principal de expresion de 20-
hidroxilasas?® 23, si bien la sintesis de 20-HETE ha sido descripta también en el higado, rifidn,

cerebro, pulmdn, corazén y pancreas?’.

2.1.3.1.1. Regulacidn de su expresion.

Entre los factores de transcripcion que regulan la expresiéon de estas isoformas se
encuentran, por ejemplo, los receptores activados de proliferacién de los peroxisomas (en
inglés: PPARs) que controlan la expresién de CYP4A11l en el humano?, y de los CYPs
CYP4A10, CYP4A12 y CYP4A14 en el ratén®> %, Asimismo, se ha reportado que la expresion
del CYP4F2 en el humano esta bajo la regulaciéon de la proteina de unién al elemento
regulatorio por esteroles (en inglés: SREBP-1)%°. Ademads, los CYPs estan sometidos a

regulacidn epigenética, como por ejemplo la metilacion del ADN3! .




En relacidn directa con el tema de la presente tesis, trabajos pioneros sugirieron que los
andrégenos aumentan la expresion de las 20-hidroxilasas en el rifidn de rata3?. Asimismo,
en tejido prostatico de ratas adultas castradas, el tratamiento con andrdgenos resultd en
la induccidn de la expresidn de 20-hidroxilasas33. Finalmente, se ha sugerido que en células
de cancer de prdstata de origen humano sensibles a andrdgenos (células LNCaP), la

expresion del CYP4F2 estd bajo regulacion androgénica®.

2.2.  Acido 20-hidroxiecosatetraendico (20-HETE).
Como ya dijimos, el acido 20-hidroxiecosatetranoico es el producto de la hidroxilacion del
AA en su carbono terminal. Se trata de una molécula auin poco conocida, a pesar de que los

estudios pioneros que sugirieron su importancia en la fisiologia y fisiopatologia datan de la

década del 803“.

2.2.1. Mecanismo de accidn.

Una vez sintetizado por las 20-hidroxilasas, el 20-HETE puede ser incorporado a los
fosfolipidos de membrana, liberado al citoplasma donde puede actuar como un segundo
mensajero intracelular®, o bien liberado al medio extracelular donde puede interactuar con
su receptor, GPR75, recientemente identificado3® 3’. El receptor GPR75 es una proteina
perteneciente a la familia de los receptores acoplados a la proteina G (GPCR del inglés: G
Protein-Coupled Receptors). El 20-HETE tiene alta afinidad por el receptor GPR75 (Kd =
3.75nM), y la unién ligando-receptor activa varias cascada de sefializacion implicados en el
crecimiento y la proliferacion celular®® 38, En un trabajo reciente se ha descripto que la

activacion del receptor GPR75 por el 20-HETE aumenta el potencial metastasico de células




de céncer de prdstata no sensibles a andrégenos (células PC-3). Ademas de las acciones
dependientes del receptor GPR75, el 20-HETE puede activar proteinas de forma directa e

independiente del receptor, como se ha demostrado para la proteina quinasa C (PKC)%°.

2.2.2. Acciones renales, vasoconstriccion, hemodinamia.

Los efectos del 20-HETE como agente vasoconstrictor de la microvasculatura de cerebro,
mesenterio y musculo esquelético, y como regulador de la excrecién de sodio a nivel del

tubulo proximal renal han sido las méas estudiadas desde su identificacion®* 40,

Ademads, como se describe a continuacidn, trabajos mas recientes lo han vinculado a la

fisiopatologia de los procesos tumorales.

2.2.3. Efectos protumurorigénicos. Caracteristicas generales de la célula tumoral.

El cancer es un grupo de patologias caracterizadas por un crecimiento celular sin freno y
por la capacidad de estas células de diseminarse a puntos distantes distintos al de su origen.
Entre las particularidades de estas células trasformadas se destacan la persistencia de
sefiales de proliferacion, la evasion celular a estimulos supresores del crecimiento, la
activacion de programas de metastasis e invasion, la inmortalidad replicativa, la promocién
de la angiogénesis, la resistencia a la muerte celular, la desregulacién de programas de
energia celular, y la evasién de la respuesta inmune. Figura 2. Es necesario aclarar que estas
caracteristicas no se encuentran presentes todo el tiempo en todas las células. Mas bien
hay que interpretar al tejido tumoral como un conjunto de elementos celulares dinamicos

e interrelacionados entre siy con su entorno (microambiente tumoral)*!.
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Figura 2. Caracteristicas generales de las células en progresion tumoral. En el grafico se representan

las caracteristicas para el desarrollo y progresion de la enfermedad. En el centro del grafico se

observan los componentes del microambiente tumoral. Adaptado de “Revisiting the hallmarks of

cancer”#?

En condiciones normales los tejidos intercambian informacién con otro tipo de células a
través del contacto célula-célula, citoquinas y de la matriz extracelular. Ocasionalmente,
estas sefales intercelulares que definen el contexto normal se interrumpen®3.
Normalmente, estas condiciones son temporales y reversibles. Por el contrario, en el caso
de los tumores se mantienen. La mayoria de los tumores representan un tejido regido por

un programa de diferenciacion disfuncional®*.




2.2.3.1. Angiogénesis

Las propiedades proangiogénicas del 20-HETE fueron inicialmente sugeridas por Amaral y
col.*>. En un principio se sugirié que las células progenitoras endoteliales (del inglés, EPC)
contribuyen a la vascularizacién, a la cicatrizaciéon y al desarrollo tumoral®® 47, Varios
estudios identificaron al sistema CYP4A11-20HETE como un novedoso regulador de varias

funciones de las EPC relacionadas con la neovascularizacion®s.

Respecto del mecanismo por el cual el 20-HETE ejerce su accién proangiogénica se ha
propuesto que el 20-HETE promueve la proliferacion, la migracion y la formacién tubular de
las células endoteliales progenitoras asi como también la secrecion de moléculas
angiogénicas como el factor inducible de la hipoxia 1 alfa (del inglés HIF-1a ), el factor
derivado del estroma 1lalfa (del inglés SDF-1a), y el factor de crecimiento del endotelio
vascular (del inglés: VEGF)** 5% 51 Sin embargo, otros autores proponen que el 20-HETE

actuaria torrente abajo del VEGF?2.

Especificamente respecto de la angiogénesis tumoral, la inhibicién sistémica de la sintesis
de 20-HETE por HET0016 redujo el tamafio y la vascularizacién tumoral en un modelo de
cancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP)>3, asi como también en tumores
generados por células de cancer de mama >4, sugiriendo asi la importancia para la oncologia

de la potencial inhibicion del efecto angiogénico del 20-HETE.

2.2.3.2. Apoptosis y proliferacion celular
Se entiende por apoptosis al proceso fisioldgico de muerte celular programada,
caracterizada por la contraccién de la célula, la fragmentacién del ADN y la formacién de

cuerpos apoptdticos. La apoptosis participa en la regulacion de procesos fisioldgicos
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durante el desarrollo y en procesos patoldgicos®. Su inhibicidn esta asociada al desarrollo

de diferentes tipos de tumores®.

La proliferaciéon celular, por su parte, alude al aumento del niumero de células como
resultado del crecimiento y la multiplicacién celular. En un tejido normal este proceso
ocurre de un modo minuciosamente controlado, y depende de las necesidades del
organismo. En células tumorales en cambio, la proliferacién ocurre de manera

descontrolada®’.

La progresion del ciclo celular requiere de la replicacién del genoma, la distribucién
equitativa de la masa celular y de una segregacion precisa de cromosomas. Esto transcurre

en cuatro fases:

Crecimiento 1 (G1). Durante esta fase se producen todas las proteinas necesarias para la

sintesis del ADN. La célula aumenta de tamano y se sintetiza nuevo material citoplasmatico,

sobre todo proteinas y ARN.

Sintesis (S). Es el periodo en que tiene lugar la duplicacién del ADN. Cuando termina, el
nucleo contiene el doble de ADN y proteinas nucleares, que asegura que cada una de las

células hijas tendra una copia completa de ADN.

Crecimiento 2 (G2). Se sigue sintetizando ARN y proteinas, se incrementan las proteinas

citoplasmaticas y las organelas, por lo que la célula aumenta de tamafio y hay cambios

visibles en la estructura celular que nos indican el principio de la mitosis o divisién celular.

Mitosis (M). En este periodo los cromosomas se separan y ocurre la divisién nuclear y

celular.
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Fase GO. En esta fase la célula esta "quiescente", es decir, no estd en divisidn, por lo que se
encuentra fuera del ciclo celular. La célula puede permanecer en GO por dias, semanas, o
incluso afios antes de dividirse otra vez. En presencia de sefiales, sobre todo extracelulares
(factores de crecimiento u hormonas), las células son estimuladas a salir de GO y entran a

G1 para iniciar un nuevo ciclo de division®g.

La Figura 3 ilustra las fases del ciclo celular.

Metafase -
G2-M Anafase

1 Mitosis /

Fase G2 g \ Citocinesis

Fase G1

GI-$

Figura 3. Fases del ciclo celular. En el diagrama se observa el progreso del ciclo celular con los puntos
de control “checkpoints” G1-S y G2-M que evitan el avance a la siguiente fase si no se completé
correctamente la anterior. Adaptado de “Cyclin-dependent kinases and cell-cycle transitions: does
one fit all?”>°,

El efecto del 20-HETE sobre estos procesos ha sido ya estudiado en algunos tipos tumorales
y existen evidencias in vitro e in vivo que sostienen su impacto en estos aspectos relevantes
de la biologia tumoral®. El efecto proliferativo del 20-HETE se demostrd in vitro en la linea

celular de glioma humano U-251, en la que la inhibicidn de su sintesis redujo la proliferaciéon

——
| —
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de las células tumorales sin modificar la de las no tumorales®!. Esto fue confirmado in vivo
mediante la sobre expresion de la enzima de sintesis (CYP4A1) en las mismas células, que
resultd en un fenotipo tumoral hiperproliferativo y mds invasivo®?. El efecto proliferativo
del 20-HETE se corroboré también en células de gliosarcoma®, y en dos lineas celulares de
carcinoma renal de células claras (786-O y 769-P)%. Ademads, en modelos animales de
gliosarcoma®?, cancer de pulmdén®?® y de mama3 se demostrd que la inhibicidn de la sintesis

del 20-HETE redujo el crecimiento tumoral.

En cuanto al rol del 20-HETE en la apoptosis los hallazgos no son consistentes entre distintos
tipos celulares. El 20-HETE incrementa la apoptosis inducida por diversas injurias en células

renales, mientras que la inhibe en células endoteliales®> ©®.

En particular, en células de cancer de prostata sensibles a andrégenos (LNCaP) el 20-
HETE contribuye al sostenimiento de la viabilidad promovida por los andrégenos a través

del aumento de la proliferacién y una clara disminucidn de la apoptosis celular®.

2.2.3.3. Cascada Metastasica

Se entiende por cascada metastdsica al proceso por el cual las células tumorales abandonan
el tumor primario y son transportadas a otras partes del organismo a través de la circulacién
sanguinea o linfatica. En los tumores epiteliales, la cascada metastasica se inicia con la
proliferacién de las células tumorales seguida de la transformacion epitelio-mesenquimal
(disminucion de la expresidon de e-caderina y el aumento de vimentina), la reorganizacién

del citoesqueleto que favorece la migracidn, la vascularizacidon del tumor, la ruptura de la
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[dmina basal mediante un proceso de invasion de la matriz extracelular, seguida por la
intravasacién de las células tumorales y la consecuente circulacion sistémica. Diversos
procesos determinan la detencién de la célula tumoral en un capilar. Tras su detencién, la
célula tumoral procede a su extravasacion a la matriz conectiva perivascular, para invadir y
proliferar en su nuevo asentamiento y formar una metdstasis. La Figura 4 ilustra este

proceso.

Incremento de Crecimiento,
Perdida de Adhesion

Invasion local

Proliferacion de células continuas,
Angiogénesis.

Acoplamiento a la pared del vaso, Intravasacion, circulacion

extravasacion, a través del torrente sanguineo.
invasion,implantacion,
crecimiento celular, tumor metastasico.

Invasion a través del estroma.

Figura 4. Cascada metastdsica. Las células cancerosas se desarrollan y proliferan desde el sitio
primario, para luego invadir a través del estroma del érgano primario. Después de la invasién y la
implantacion en el érgano distante, las células reanudan el proceso de aumento de la proliferacion
y angiogénesis para comenzar a formar tumor metastasico. Adaptado de “Inhibition of cancer cell
invasion and metastasis by genistein”®’.




Respecto de la participacién del 20-HETE en la cascada metastdsica, los andlogos estables
del 20-HETE o la sobre expresion de 20-hidroxilasas aumentan la invasion de células de
cancer de pulmén humano, efecto mediado por el aumento de la expresion de la
Metaloproteasa de Matriz 9 (MMP-9), tanto in vitro como en un modelo murino®3. Ademas,
el tratamiento con el inhibidor de la sintesis de 20-HETE, HET0016, redujo las metdstasis

pulmonares y el tamafio del tumor primario en un modelo murino de cancer de mama®®.

Finalmente, un trabajo reciente ha demostrado que la inhibicién de la sintesis de 20-HETE
por HET0016, o el antagonismo o silenciamiento de su receptor GPR75 mitigan el fenotipo

maligno de las células de cdncer de prdstata no sensibles a andrégenos (células PC-3)°.

2.3.  Cancer de prostata. Caracteristicas Clinicas y Epidemiolégicas.

El cancer de prostata es la quinta causa de muerte de hombres en el mundo detras del de
pulmén, colon, higado y estomago; con un nimero de casos nuevos estimados del afio 2020
de 1.414.259 por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (del inglés, IARC).
Argentina posee una tasa de incidencia de 42 casos por 100.000 habitantes, cifra que la
posiciona entre los paises con incidencia de cdncer media-alta, ubicandola en el quinto lugar
en la regién de las Américas, de acuerdo con las estimaciones de la IARC del afio 2020. En
los varones, la mayor incidencia en nuestro pais estd dada por el cancer de prdstata, con
una ocurrencia de mas de 11.686 casos anuales, que representan el 20% de todos los

tumores malignos €n varones.
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El principal factor de riesgo para desarrollar cdncer de prostata es la edad, el 99% de los
casos ocurre en hombres mayores de 45 anos, siendo la mediana de diagndstico de 66 afios.
Ademads, se pueden agregar como factores de riesgo: ancestros africanos, historia familiar
de cadncer de prdstata y algunos tipos de canceres hereditarios’®. Algunos estudios apuntan
a que la ingesta excesiva de grasas y carnes procesadas puede incrementar el riesgo de
desarrollarlo’!, mientras que otros autores sugieren que la obesidad se ha asociado a un

aumento en su agresividad’? 73

La enfermedad metastdsica es la principal causa de muerte asociada al cédncer de
prostata. Los ganglios linfaticos adyacentes a los tumores primarios suelen ser el primer
sitio de metdstasis, seguido los huesos, el higado y los pulmones? En el humano se
presentan con mayor frecuencia como lesiones osteoblasticas con caracteristicas

osteoliticas mixtas, que causan dolor intenso, hipercalcemia y fracturas frecuentes’.

A pesar de los progresos recientes, el cancer de prostata permanece como un problema
médico significativo, ya que los pacientes son sometidos a terapias a veces ineficientes para

la enfermedad metastdsica’™.

2.3.1. Etiologia

La préstata es un érgano urogenital masculino ubicado en la base de la vejiga que rodea la
uretra. La funcion de la préstata estd en relacién al tejido glandular y fibromuscular que la
compone. El tejido fibromuscular ayuda en la compartimentacién de los liquidos durante la
eyaculacion. El tejido glandular participa en la funcién reproductiva a través de su

contribucién a la formacién del liquido seminal. Estd conformada por células epiteliales
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secretoras y células basales. Las células secretoras se encuentran en mayor nimero, son
sensibles a los andrégenos, y son las encargadas de la producciéon de dos proteinas
especificas: la fosfatasa acida prostatica y el antigeno prostatico especifico (del inglés, PSA).

En la glandula se distribuyen también un nimero acotado de células neuroendocrinas’®.

La prdstata se compone de tres zonas glandulares, denominadas zonas central, periférica y
de transicién y una regidon no glandular en la prdstata anterior, compuesta de estroma

fibromuscular, que proporciona soporte estructural.

La Figura 5 ilustra anatomia de la prostata.

Figura 5. Anatomia de la prdstata. a. Zona central. b. Zona fibromuscular, c. Zona de transicidn, d.
Zona periférica, e. Region de la glandula periuretral, f. Conductos eyaculatorios. Adaptado de”
Inflammation and prostate carcinogénesis”’’.

La mayoria de los adenocarcinomas se originan en la zona periférica de la glandula. La
transformacién de la célula y la progresidn hacia un fenotipo maligno sigue varias etapas.
La neoplasia intraepitelial prostatica (del inglés, Prostatic Intraepitelial Neoplasia, PIN) es

considerada una lesidon premaligna y se divide en bajo y alto grado. Las neoplasias
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intraepiteliales de alto grado se consideran precursoras del adenocarcinoma localizado, que
puede progresar a un adenocarcinoma prostatico avanzado con invasién local, culminando

en metdastasis’*.

2.3.2. Impacto de los andrégenos sobre el cancer de préstata

La proéstata es el 6rgano primario blanco de los andrégenos y su dependencia androgénica
es bien conocida’®. El RA juega un papel importante en el desarrollo de la préstata normal,
en el comienzo y la progresion del cancer de prdstata. El RA regula la transcripcidon de las
proteinas que son requeridas para el funcionamiento normal de la glandula tal como el PSA.
Se presume que, en el cancer de préstata, las funciones criticas del RA tienen que ver con
la estimulacion de la expresidon de una serie de genes que promueven la proliferacion

celular’.

La testosterona y la dihidrotestosterona (DHT) son los dos principales andrégenos en el
hombre, siendo la testosterona la mas importante en circulacién y la DHT primordial en el
tejido prostatico. Las células de Leydig son las principales productoras del 90-95% de la
testosterona circulante, y un 5-10% del total es sintetizado por las glandulas adrenales. En
contraste, la DHT surge de la conversién de la testosterona del tejido por la 5a reductasa

prostatica (isoformas 1y 2)%°.

La sensibilidad a los andrégenos del cancer de préstata fue reconocida primeramente por
Huggins y Hodges (1941) quienes reportaron que la castracidon dejaba al tumor en un

estadio de regresion®!. Asi, la terapia de supresidén de andrdgenos sigue siendo hasta el
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presente la primera eleccidon para el tratamiento inicial de la enfermedad. De forma
semejante al humano, en el modelo animal, la proliferacién celular decrece con la

castracion?®.

Histéricamente los niveles de testosterona circulante han sido utilizados para evaluar la
eficacia de la deplecién hormonal. En pacientes con cancer de prostata, la orquiectomia
reduce los niveles de testosterona sérica hasta un 97%. Sin embargo, los niveles
intrapréstatico de DHT no cambian a pesar de la Terapia de Supresién de Andrégenos

(TDA)%2,

Pasados 3 o 5 anos de la TDA, un alto porcentaje de los pacientes se vuelve refractario al
tratamiento de deplecién®. Cuando la progresidon de la enfermedad ocurre a pesar del
mantenimiento de los bajos niveles de hormona circulante, la enfermedad es considerada
como cancer de prostata “resistente a la castracion” (del inglés, Castration Resistant

Prostate Cancer, CRPC).

Varias teorias sugieren las causas por las cuales se desarrolla el CRPC. Las células de cancer
de prostata podrian resistir la terapia de supresién de andrégenos a través de diversos

mecanismos adaptativos tales como la sobreexpresién del RA, la mutacion del RA en el

dominio de unién de ligando que permite su activacién por menores concentraciones de
DHT, o bien por otros esteroides o sus precursores, variantes de splicing del RA que resultan
constitutivamente activas, o la fosforilacion del RA que aumenta su afinidad por el ADN y
por lo tanto su actividad transcripcional®* 1>, Las células de cadncer de prdstata resistentes a

la castracidn son mas agresivas, muestran un patrén genético distinto, asi como otras
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propiedades moleculares que no estdn presentes en las células de cancer de prdstata
sensibles a andrégenos, y son generalmente las responsables del desarrollo de metéstasis®.
Ademads, la conversion intratumoral de los precursores de andréogenos asi como la
esteroidogenesis de novo, proveen concentraciones intraprostaticas de andrégenos

suficientes para la activacién del RA alin con bajos niveles de testosterona plasmatica®®.

2.3.3. 20-HETE y cancer de prodstata.

Las evidencias de la participacién del 20-HETE en cancer de prdstata son escasas. En
pacientes con cancer de préstata se encontraron niveles de excrecidn urinaria de 20-HETE
mas elevados que en sujetos controles, que remitian a valores normales luego de la
remocion del tumor. Sin embargo, no se evidenciaron diferencias en la excrecion del 20-

HETE entre pacientes que presentaron neoplasia benigna o maligna®’.

Resultados obtenidos in vitro, indican que la disponibilidad del 20-HETE contribuye a
mantener la viabilidad de células de cancer de préstata de origen humano sensibles a los
andrégenos (células LNCaP), y participa de la sefalizacién del RA que regula la viabilidad

celular®.

Mads aun, se ha descripto que el estimulo del receptor GPR75 por el 20-HETE activa sefiales
intracelulares vinculadas a la oncogénesis, y resulta en la transformacién de células de
cancer de prostata hacia un fenotipo mas agresivo. Asi, el estimulo del receptor GPR75 en
células PC-3 resultéd en la transformacidén epitelio-mesenquimal, en alteraciones del

citoesqueleto y un marcado aumento de la migracion y la invasién celular®,
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En el presente trabajo de tesis se ha explorado el efecto de la inhibicidn de la sintesis de 20-

HETE sobre el desarrollo tumoral in vivo utilizando un modelo murino de cdncer de prostata.
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CAPITULOII

1. HIPOTESIS

Basados en: 1- que en el microambiente tumoral existen varias fuentes de origen para el
20-HETE ademas de la célula tumoral®, 2- los hallazgos de nuestro laboratorio obtenidos
in vitro que indican que el 20-HETE es un factor importante para mantener la viabilidad de
células de cancer de prdstata®, 3- que el 20-HETE, generado ya sea en el estroma o en la
célula tumoral, tiene un importante efecto angiogénico®, 4- que otros autores han
descripto la inhibicién del crecimiento tumoral por la inhibicién de las 20-hidroxilasas en
modelos animales generados por una variedad de células tumorales?; se plantea la hipdtesis

de que la inhibicién sistémica de la sintesis de 20-HETE disminuira el desarrollo de tumores

generados por células LNCaP.

2. OBIJETIVO GENERAL

El objetivo principal del presente trabajo es evaluar in vivo el impacto del acido 20 —

hidroxieicosatetraendico en el desarrollo tumoral en un modelo murino de céncer de

préstata hormono dependiente.

3. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifo 1: Esclarecer si la inhibicidn sistémica de la sintesis del 20-HETE disminuira

el crecimiento de tumores generados por células LNCaP en animales intactos.

22

——
| —



Obijetivo especifo 2: Comparar el efecto de la inhibicion sistémica de la sintesis del 20-HETE

sobre el crecimiento de tumores generados por células LNCaP entre animales intactos y

orquiectomizados.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

1.  Modelo murino de Cancer de préstata.

La especie animal mas utilizada en experimentacion cientifica en la actualidad es el ratdn
(Mus musculus). Esto se debe no sélo a sus caracteristicas reproductivas, su tamafio y la
facilidad de manejo, sino también a que su genoma es totalmente conocido. Esto ultimo ha
permitido el desarrollo de modelos animales que pueden reproducir caracteristicas
especificas o enfermedades del hombre y de los animales, convirtiéndose en reactivos

bioldgicos cuyos resultados pueden extrapolarse al hombre y a otros mamiferos®°.

El estudio de modelos animales tumorales permite reconocer fenédmenos que ocurren en
el entorno de un organismo complejo, de manera tal que se complementan a los ensayos
con células en cultivo y, ademas, permiten la intervencion farmacoldgica in vivo para poder

evaluar el efecto de la droga sobre el desarrollo tumoral®®.

Un xenotransplante (del griego, “xenos” extranjero), o transplante heterdlogo, es el
transplante de células, tejidos u érganos de una especie a otra, idealmente entre especies
proximas para evitar rechazo. Tales materiales se suelen llamar “xenoimplantes” o
“xenotrasplantes”. En cambio, se denomina “alotrasplante” (del griego “alos”, otro) u
homotrasplante, al transplante de células, tejidos u érganos de una persona a otra,
genéticamente diferentes. Es el tipo de transplante mas frecuente. Uno de los principales

problemas que se plantean es el rechazo. El xenotrasplante de tumores se usé antes que
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los alotrasplantes. Como ocurre con otras enfermedades, el cdncer de prdstata no es comun
en el ratdén. Luego de dos afios de estudio en 612 ratones realizado por The National

Toxicology Program no se identificaron casos espontaneos de carcinoma en la préstata®2.

El xenotrasplante de células tumorales humanas a ratones inmunocomprometidos (del
inglés xenograft) es una técnica de investigacion frecuentemente utilizada en investigacion
oncolégica. Este es uno de los descubrimientos mas importantes que ha contribuido con el
desarrollo de las investigaciones sobre el cancer, convirtiendo a estos individuos en el

primer modelo animal inmunodeficiente utilizado para experimentacion®3 .

En el presente trabajo se ha utilizado la cepa murina NIH(S)FoxIN™/™ nude. En esta cepa,
la carencia de un timo funcional, que permanece rudimentario y produce un numero
reducido de células T maduras, hace que su sistema inmune sea deficiente. Por lo tanto los

animales no rechazan tejidos alo o xenotransplantados®*.

La anatomia prostatica en el ratén y el humano son diferentes. Figura 6. En el ratén, la
préstata posee una estructura lobular formada por cuatro lébulos -anterior (también
conocido como glandula coagulativa), ventral, dorsal, y lateral (estos ultimos Iébulos se
refieren comunmente como lébulo dorsolateral). En cambio, la préstata humana tiene un

solo Iébulo dividido en tres zonas: central, de transicién y periférica.
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HUMANO RATON Glandula prostatica
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Figura 6. Comparacion de la anatomia prostdtica del humano y el ratdn. Se indican las zonas
diferenciadas de cada especie. “Adaptado de Genetics and biology of prostate cancer”’*.

En el humano el cancer de prdstata se origina mayormente en la zona periférica, la cual
compromete el 75% del tejido de la préstata. Si bien algunos autores consideran al I6bulo
dorsolateral del ratdn similar a la zona periférica del humano®, otros autores no

concuerdan con dicha similitud®?.

Como ya se explico, el cancer de préstata espontaneo en las diferentes cepas murinas es
poco comun®2, Por lo tanto en los Ultimos afios se han generado diferentes modelos de
ratones manipulados genéticamente (del inglés, genetically engeneered mice, GEM) que
simulan diferentes estadios de la patologia humana; desde la hiperplasia intraepitelial
prostatica de alto grado (del inglés, HGPIN), hasta la diseminacién de la metdastasis®2. Sin
embargo, la diferencia en la anatomia de la préstata entre ambas especies, dificulta en los
GEMs el estudio del desarrollo de alteraciones histopatolégicas semejantes a las

humanas®®.

El modelo murino de xenotransplante es un modelo animal de cdncer de préstata humano

generado a través de la implantacion de lineas celulares, tejidos, o cultivos primarios de
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origen humano en ratones nude®’, SCID (del inglés: severe combined immunodeficiency) ,
NODSCID (del inglés: Non-obese diabetic severe combined immunodeficiency ), NOG/NSG
(del inglés: NOG noggin / NOD scid gamma mouse), or RAG (del inglés: recombination
activating gene)®®. Esta implantacién puede ser ortotdpica (lugar donde naturalmente se

desarrollaria el tumor) o heterotdpica (fuera del lugar normal).

El modelo murino ortotdpico ofrece la ventaja de que el desarrollo del tumor primario en
su sitio original permite la interaccidén con el microambiente tumoral que le es natural, y la
capacidad de hacer metdstasis en los drganos distantes. Podria asi decirse que es un modelo
experimental mas representativo y refinado. Sin embrago, la complejidad de la cirugia que
debe desarrollarse en los animales inmunodeficientes para el implante de las células puede
disminuir la sobrevida de éstos®®. Ademas, el seguimiento del crecimiento del tumory de la
respuesta al tratamiento seria inaccesible en principio, ya que éste creceria en la glandula

prostatica. Asi, la medicidn del tumor se tomaria sélo en el punto final.

El modelo murino heterotdpico subcutaneo (s.c.) tiene la ventaja de ser reproducible en los
animales por utilizar una via de facil acceso para la implantacién de las células, facilitar el
seguimiento del desarrollo tumoral y de la respuesta al tratamiento. Esta observacidn

facilita la determinacidn del punto final.

En trabajos previos de otros autores se ha utilizado la via s.c. para la implantacién de células
de cancer de préstata sensibles a andrégeno (LNCaP) y analizar el resultado del tratamiento

sobre el crecimiento tumorall®, asi como de células LNCaP con mutaciones en su
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receptori®® 192 Estos trabajos fueron la base para la eleccion del modelo animal utilizado

en nuestro estudiol®3.

1.1. Mantenimiento de los animales

Los ratones NIH(S)FoxIN"/™ nude machos de 3-4 semanas fueron obtenidos del Bioterio
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de La Plata, se alojaron en el
Bioterio del Hospital de Nifios R. Gutiérrez, en condiciones estandares que incluyen ciclos
de dia/noche de 12 horas, con agua y comida ad libitum, en un armario ventilado y con
control de temperatura. El cuidado y manipulacién de los animales fueron hechos de
acuerdo con las normas vigentes acorde a los lineamientos recomendados por el Instituto
Nacional de Salud de los Estados Unidos (del inglés: NIH)%* y las directrices para el
bienestar y el uso de animales en la investigacién del cdncer'®. Todos los protocolos se
realizaron bajo las normativas vigentes de cuidado y uso de animales de laboratorio, y han

sido aprobados por el CICUAL de nuestra Institucion.

1.2. Cultivo Celular
Se utilizd la linea celular comercial de cancer de préstata LNCaP, gentilmente cedida por la
Dra. Paula Sacca del Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME)-CONICET,

Buenos Aires, Argentina.
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La linea LNCaP es una linea celular de un adenocarcinoma humano, derivada de una
metastasis en un nddulo linfatico supraclavicular. Su principal caracteristica es la

sensibilidad a los andrégenos!.

Las células fueron cultivadas en frascos de cultivo de superficie 75 cm? (Corning, New York,
EEUU), a 37°C en una estufa gaseada con 5% CO; por hasta 8 semanas y no mas de 25
pasajes. El medio de cultivo, RPMI 1640 (Microvet, Buenos Aires, Argentina), fue
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (Natocor, Cérdoba, Argentina), penicilina
(100Ul/mL), estreptomicina (100ug/mL) y anfotericina B (2,5 pg/mL) (Life Technologies,

Carlsbad, CA; EE. UU).

Una vez formada la monocapa celular, el medio de cultivo se descarté y las células se
lavaron dos veces con buffer fosfato salino (PBS) estéril para remover los restos de suero
gue contienen inhibidores de tripsina. Luego se adiciond una solucién de tripsina 0,02 mM
(Thermofisher, Waltham, MA, EE. UU) y EDTA 0,48 mM (Life Technologies) y las células se
incubaron a 37°C hasta que se observé al microscopio su desprendimiento. Posteriormente,
las células se resuspendieron en medio fresco y se contaron en camara de Neubauer con
una tincién de azul de tripan (0.4%). El volumen de suspensidn que contenia el nimero de
células a inyectar se centrifugé a 500xg por 10min, se descarté el sobrenadante, y las células
se resuspendieron en 0,1mL/ratén (elegido como volumen de inyeccion) de Medio 2x o

Matrigel (Corning, New York, EE. UU.).
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1.2.1. Preparacion del Medio 2x

El Medio 2x fue preparado con 90% de RPMI 2x 1640 (Microvet, Buenos Aires, Argentina) +

10% de SFB.

1.2.2. Preparaciéon del Matrigel

Las células se resuspendieron en RPMI 1640 + SFB 10% (50% del volumen total de inyeccién)
a 37°C, y se completd a volumen total con Matrigel. La suspension se mantuvo sobre hielo
hasta el momento de la administracion ya que el Matrigel gelifica a temperaturas mayores

a4°C.

2. Estudios Preliminares
Las condiciones experimentales a ensayar surgieron de la experiencia del laboratorio en
otros modelos animales tumorales, y de la revision de las citas bibliograficas relativas al

céncer de préstatal®, que también se muestran en la TABLA 1

TABLA 1. Modelo experimental

Cita N° de Células Sitio de inyeccion Vehiculo
100 5x10° Flanco dorsal PBS
107 5x106 Flanco dorsal Matrigel

108 109 16 2.5x107 Flanco dorsal Matrigel
110 8x106 Flanco dorsal Matrigel
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En base a ello, en experimentos preliminares se compard la proporcion de aparicidon de
tumores, el tiempo de latencia a la aparicion del tumor, el volumen maximo alcanzado, vy el

tiempo hasta alcanzarlo, contrastando las siguientes variables:

- Cantidad de células: 2,5x10°, 5x10°, 7x10°
- Sitio de inyeccion: flanco dorsal derecho vs. pliegue nucal

- Vehiculo: medio de cultivo 2x vs. Matrigel.

3. Establecimiento del modelo
A partir de los resultados de los experimentos preliminares, que se presentan en la seccién
“Resultados”, el modelo experimental definitivo se adecud a las condiciones que se

describen a continuacion:

Se inyectaron células LNCaP (5x10°8cel/0,1ml) resuspendidas en Matrigel en el flanco dorsal

derecho, asegurando la correcta formacion del habén de inyeccidn.

En concordancia con la bibliografia, los tumores aparecieron al cabo de 4-6 semanas y
fueron monitoreados diariamente hasta ser medibles. Una vez que los tumores alcanzaron
un volumen entre 100-150mm?3 los animales fueron agrupados azarosamente en los

siguientes grupos experimentales:

A. Intactos, inyectados con vehiculo. Nos referiremos a ellos como el grupo control.
B. Castrados, inyectados con vehiculo (QX),

C. Tratados con el inhibidor de la sintesis de 20-HETE, N-hydroxy-N'-(4-n-butyl-2-

methylphenyl) Formamidine, (HET0016),
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D. Castrados y tratados con HET0016, (QX+HET0016).

En los grupos tratados con HET0016 (Grupo B y D), se realizaron inyecciones
intraperitoneales (i.p.) diarias, 10 mg/kg/dia de lunes a viernes®. Las soluciones de HET0016
fueron preparadas de forma extemporanea en una solucion que utilizé como vehiculo 10%

Dimetilsulféxido (DMSO) +10% Captisol (CyDex Pharmaceuticals, Kansas, USA) 1! + PBS®.

En el grupo QX+HET0016 (Grupo D), el tratamiento con HET0016 comenzd a partir del tercer
dia luego de la orquiectomia. La efectividad de la administracion sistémica del HET0016 se
corrobord por la medida del contenido de 20-HETE en higado utilizando el equipo comercial
de ELISA (Biotarget, Detroit R&D, Detroit, MIl; EEUU), segun lo sugerido por el fabricante. El
desarrollo de la reaccidén colorimétrica se cuantific6 mediante lectura a 450nm en un

espectofotdmetro de placas Multiskan EX (Thermo Scientific).

Los tumores se midieron tres veces por semana sobre los ejes perpendiculares mas largos
en el plano x/y utilizando un calibre vernier para el calculo del volumen tumoral segun la

siguiente formula (Didmetro Mayor x (didmetro menor)?)/2.

Se realizaron controles periédicos del estado general de salud de los animales, sin
observarse signos visibles de cambio en el comportamiento, disminuciéon de consumo de
alimento y agua, o disminucién de peso corporal durante el periodo de estudio como

indicadores de bienestar animal.

Los animales fueron sacrificados cuando el didmetro mayor tumoral llegd a los 17,1 mm.
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3.1. Procedimiento de castracion quirurgica

Los ratones fueron pesados y anestesiados con una mezcla de ketamina 80mg/kg + xilacina
20mg/kg, (0,1 ml/10g, i.p.). Luego de corroborar el plano anestésico se realizé el abordaje
de la cirugia por linea media para acceder a la cavidad abdominal, haciendo una incisién

transversalde 1a 1.5 cm.

A través de la incision se tomd con pinzas de diseccién la grasa testicular, exponiendo
testiculos, epididimo, vasos y conductos deferentes asociados para realizar una ligadura
(vasos y conductos) para la remocion de ambos testiculos. Para el cierre de la cavidad
abdominal se realizé la sutura con puntos continuos del musculo recto abdominal con aguja
e hilo de sutura Ethilon 5-0 (Ethicon, Somerville New Jersey EE. UU). Terminado este
procedimiento se realizd el cierre de la herida en piel con adhesivo tépico (Dermabond,
Ethicon). La zona de incisién fue topicada con Povidona Yodada. Luego de la cirugia los
animales recibieron analgesia (tramadol, 10-30mg/kg cada 12 horas por 48 horas, i.p.).
Durante el periodo de recuperacion se colocé algodén embebido en solucidn fisioldgica en
los ojos. Los animales fueron monitoreados durante y después de la cirugia hasta su
recuperacion de la anestesia, observando respiracién y controlando la temperatura

corporal. La Figura 7 muestra algunas imagenes del procedimiento.
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Figura 7. Imdgenes del procedimiento de castracion quirdrgica. A. Plano anestésico y tumor flanco
dorsal derechoincipiente. B. Incisién abdominal con exposicidn de vejiga. C. Cicatrizacion postcirugia
luego de aproximadamente 5 dias.

La eficacia del procedimiento se corrobord mediante la medida de testosterona plasmatica
en los animales intactos y castrados. La extraccidon de la muestra de sangre se realizé por
puncién cardiaca previo al sacrificio. La determinacidon cuantitativa de testosterona en
plasma se realizd porinmunoensayo (Elecys Testosterone Il, Roche Diagnostics, Mannheim,

Alemania), adaptado para su empleo en el analizador Cobas E411.

3.2. Eutanasia de los Animales
Al finalizar el periodo de estudio, los animales fueron anestesiados con una solucién de
ketamina 80mg/kg + xilacina 20mg/kg (0,1 ml/10g, i.p.). Dentro de los siguientes 30 min

fueron sacrificados por dislocacidn cervical.

En la necropsia se recuperaron los tumores, se les quitd la capsula y las zonas de necrosis

macroscopica. Se seccionaron y se guardaron fijados en formol al 10%, para estudios de




histologia e inmunohistoquimica, o bien se conservaron a -80°C en tubos secos para la

determinacién de la expresion de proteinas por Western blot.

4. Procesamiento de las muestras

4.1. Procesamiento de la muestra para el estudio Histologico.

Las muestras recuperadas en la necropsia fueron fijadas en formaldehido al 10 % en buffer
fosfato 0,1M, pH 7,4 por 24 hs con el objetivo de preservar las caracteristicas morfoldgicas
y moleculares de los tejidos. Luego de la fijacion fueron lavadas y sometidas a
deshidratacion mediante una secuencia de alcoholes etilicos (70° toda la noche, 3 pasajes
por alcohol 96° (Sanicol, Esteban Echevarria, Argentina), y 3 pasajes por alcohol absoluto
100° (Biopack, Zarate, Argentina). Por ultimo, las muestras fueron aclaradas en Xileno.
Finalizada esta etapa fueron incluidas en parafina para el armado del bloque. La inclusion
tiene como finalidad proporcionarle al tejido un soporte sélido que posibilite realizar un
corte muy fino. Para realizar los cortes se utilizé un micrétomo rotatorio Reichert-Jung,
modelo 2040. Los cortes sucesivos generaron una tira continua de cortes seriados. Cada
corte se manipuld con pinceles para asegurar que el tejido quedase perfectamente

extendido para su fijacion sobre la superficie del portaobjetos.

4.2. Coloracion Hematoxilina-Eosina (H&E)
El primer paso previo a la coloracidn fue el desparafinado que consistié en sumergir los

preparados histoldgicos en Xileno puro por 30 min a temperatura ambiente para eliminar
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los excesos de parafina. Luego se pasaron por una serie de alcoholes etilicos en orden
decreciente (un pasaje por alcohol absoluto 100° y dos pasajes por alcohol 96°,
aproximadamente 5 min cada uno). Posteriormente se transfirieron a agua destilada
durante unos min para lavarlos e hidratarlos preservando la calidad y el rendimiento del
colorante en uso. Finalizado este proceso se sumergieron en una solucion de Hematoxilina
(Biopur, Rosario, Argentina) por 10 min, luego se los enjuagd con agua corriente durante 10
min. Para continuar se sumergieron en una solucién de Eosina-Floxina (Merck, Billerica, MA,
EE. UU, 0,5 % P/V) durante 1 min. Finalmente, se los lavd con agua para quitar el excedente
de colorante. Se realizaron dos pasajes por alcohol etilico 96° y dos mas por alcohol absoluto
puro 100 %, todos de 5 min cada uno. Previo montaje se realizaron dos pasajes por Xileno
puro. El medio de montaje utilizado fue Balsamo de Canada sintético (Biopack, Zarate,
Argentina).

Finalizado esto, el material quedd preparado para la observacion en el microscopio 6ptico.

4.3. Inmunohistoquimica

Previo proceso de desparafinado e hidratacidén de los preparados, se realizé la recuperacion
antigénica mediante la exposicién en microondas a potencia maxima en 4 ciclos de 5 min
cada uno en buffer citrato a pH 6. Terminado el ultimo ciclo se dejé enfriar por 20 min y se
lavé con agua destilada. Luego se realizd el bloqueo de la actividad de la peroxidasa
endogena (ubicada principalmente en los glébulos rojos) con H,0,, para evitar la
competitividad con la peroxidasa de rabano presente en alguno de los reactivos utilizados

en esta técnica, y el bloqueo de sitios inespecificos con albimina humana (Sigma Chemical
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co. St. Louis, USA) al 10 % P/V en PBS por 30 min. Posteriormente los preparados se
incubaron toda la noche con cada anticuerpo primario.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: a) CYP4F2 (Abcam, Cambridge, UK), un
anticuerpo policlonal producido en conejo contra la enzima CYP4F2, que, al metabolizar el
acido araquiddnico presente en las membranas, produce acido 20-hidroxieicosatetraendico
(20-HETE). Se utilizé en una dilucién 1:500 en PBS. b) CD31 (Abcam, Cambridge, UK), que
es anticuerpo monoclonal producido en ratén contra una proteina que se expresa en el
citoplasma de las células endoteliales. Se usé en una dilucién de 1:300 en PBS. Se buscé
destacar principalmente el endotelio capilar y de vasos de pequefio calibre, dificiles de
detectar con H&E.

Al siguiente dia se lavo, se incubd con Multilink y Label (Biogenex, Fremont, CA, EE. UU) por
20 min a temperatura ambiente, para su posterior revelado con una dilucién de 3,3-
diaminobencidina (DAB, Vector Lab. Burlingame, CA USA). Al finalizar, los preparados se
montaron con glicerol al 60% y se contrastaron con Hematoxilina.

La observacién de los preparados histoldgicos se realizd en un equipo integrado por un
microscopio 6ptico Nikon 50i, una cdmara digital Nikon DSFil y una computadora con un
programa de analisis de imagenes NIS-Elements BR, Nikon Instruments Inc. Melville, NY,

USA.
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4.4. Evaluacion de la expresion de CYP4F2

Como se detalld en la Introduccion (punto 2.1.3.1), EI CYP4F2 es la isoforma del CYP con
mayor actividad bioldgica para catalizar el metabolismo del dcido araquiddnico generando
20-HETE. Por ese motivo se la ha elegido objeto de andlisis en el presente estudio.

La expresidn de CYP4F2 se manifestd con intensidades variables de color marrén otorgado
por el cromdgeno DAB en las células musculares lisas del intersticio y de los vasos arteriales,

y en las células neoplasicas.

4.5. Evaluacion de la microvasculatura

Para estudiar la microvasculatura en los cortes histolégicos se opté por evaluar la expresion
de la proteina denominada “cluster de diferenciacién 31” (CD31) que corresponde a la
molécula de adhesién endotelial plaquetaria PECAM-1. Esta molécula se expresa
ampliamente en las uniones intercelulares endoteliales, plaguetas, neutréfilos, monocitos
y macréfagos y algunas células T.

La evaluacion histolégica se hizo siguiendo los criterios propuestos por el Consenso
Internacional sobre evaluacion de la angiogénesis en tumores sélidos**2.

La expresion de CD31 se puso de manifiesto por el color marrén otorgado por el cromégeno
DAB. En cada preparado se analizaron 5 campos de gran aumento (con lente objetivo de
40x y lente ocular de 10x). En cada campo se contaron, todas las luces con revestimiento
endotelial tefliido de marrdn, excluyendo los vasos con musculo liso en su pared, dado que
se evalué sélo la microvasculatura, y todas las células marrones (con forma elongada) que

estuviesen alineadas en el intersticio, aunque no se vinculasen con luces vasculares. Frente
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a una bifurcacion vascular se contd cada una de las ramificaciones. Se excluyeron del
conteo, células que pudiesen haberse tefiido de marrdn pero que no son de interés para
este estudio, como eritrocitos, neutréfilos y macréfagos y depodsitos indeseados de

precipitaciéon de cromdégeno marron.

4.6. Evaluacion de la proliferacion celular

La proliferacion celular se evalué mediante la reaccién de Feulgen o de Feulgen —
Rosembeck. Se trata de una técnica especifica para la tincion de ADN, pues depende del
azucar desoxirribosa.

Tras una hidrdlisis ligera, se logra la extraccion del ARN y la desintegracién de la union
desoxirribosa - purina, con liberacion de grupos aldehidos, sobre los cuales actua el reactivo
de Schiff (fucsina basica decolorada con anhidrido sulfuroso). Se obtiene un color purpura
o violeta oscuro en las estructuras que contienen ADN, proporcional a su concentracién. Se
demuestra asi la ubicacién del ADN en la cromatina de nucleos interfasicos, en cromosomas
durante la mitosis, y muy pequefia cantidad en mitocondrias.

Durante la metafase la cromatina se encuentra en su maximo nivel de compactacién, en
forma de cromosomas metafasicos, que se alinean en el ecuador de la célula, mientras que,
en la anafase, las dos cromdtidas que conforman a cada cromosoma son separadas y
conducidas por el huso mitdtico hacia los polos.

Los preparados fueron observados a través del microscopio, se contaron las mitosis que
presentaron coloracidn violacea discernible en cromatides y cromosomas dependiendo de

la fase que se encontraban. El recuento mitdtico nos permitioé observar cuantas células se
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encontraban en divisidn celular. La observacion de los preparados histolégicos se realizé en
un equipo integrado por un microscopio dptico Nikon 50i, una cdmara digital Nikon DSFily
una computadora con un programa de analisis de imagenes NIS-Elements BR (Nikon
Instruments Inc. Melville, NY, USA). Para la cuantificacién se contaron todas las figuras
mitdticas observadas en 6 campos al azar, utilizando el lente objetivo de 40X y lente ocular
de 10x. En su mayoria correspondieron a metafases y anafases. Los resultados se

expresaron como porcentaje de nimero de mitosis por campo.

5. Inmunodeteccién de proteinas — Western Blot

Los tumores que fueron guardados -80° C en seco fueron procesados para la obtencién de
homogenatos totales. Se colocaron 150 de pL de buffer de lisis (Tris base 10 mM, NaCl 150
mM, Triton X-100® 1%, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, 4acido
etilenglicoltetracético (EGTA) 1 mM, pirofosfato de sodio (NasP,07:10(H;0)) 10 mM,
ortovanadato de sodio (Na3V0Os) 10 mM, y fluoruro de sodio (NaF) 100 mM, enriquecido
con un céctel comercial de inhibidores de proteasas (cOmplete™, Mini, EDTA-free, Roche
Diagnostics, Mannheim; Alemania). Con ayuda de un homogeneizador de tejidos se
destruyeron todas las estructuras. Las muestras fueron incubadas a 4°C y se realizé una
centrifugacién a 12000 xg para separar todo el material que no fue lisado. Para cada una de
las muestras se prepard una dilucion 1/5 y se midieron las concentraciones proteicas de

cada dilucién utilizando el método de Bradford (BioRad Laboratories, Hercules, CA; EE. UU).

La separacidn de proteinas se realizé mediante una electroforesis vertical en gel

desnaturalizante de poliacrilamida utilizando un equipo Mini Protean ® Tetra Vertical
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Electrophoresis Cell (BioRad Laboratories, Hercules, CA; EE. UU). Se utilizaron geles a una
concentracion de poliacrilamida del 10 %, para conseguir una separacién en el rango de 120
a 28 kDa, donde se encuentran comprendidas las proteinas de interés. Se sembraron 50 ug
de proteina por calle. Las muestras fueron disueltas en buffer de siembra (Tris base 250
mM; SDS 8%; Glicerol 40%; B-mercaptoetanol 10% con 10 uL de azul de bromofenol 0,001%.
La composicién de la alicuota de siembra fue: muestra 75% y buffer de siembra 25%, y la

separacion electroforética se realizd a corriente constante de 150 V.

Una vez separadas las proteinas, el gel fue transferido a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PDVF, por sus siglas en inglés) (100 V, 70 min). La membrana se bloqued con
una solucion de leche descremada al 5 % en TBS-T 0.1 % (1 h, TA), luego se incubd con un
primer anticuerpo especifico para la proteina de interés (16 h, 42 C), RA (ID#sc7305, 1/750,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), CYP4F2 (ID#ab50669, 1/400, Abcam,
Cambridge, UK). Se realizaron lavados con TBS-T 0,1 % (3 x 5min) y se incubd con un segundo
anticuerpo con especificidad de especie para el primer anticuerpo conjugado a la enzima
HRP (del inglés, horsradish peroxidase) (anti-conejo (ID#7074S, 1/10000, Cell Signaling
Technology; o anti-ratén (ID#NA931VS, 1/6500, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), (2 h,
TA), después de lo cual se repitieron los lavados con TBS-T 0.1 % (3 x 10min). Todas las
incubaciones fueron realizadas con agitacion utilizando un agitador orbital marca

DragonLab (Distrito Shunyi, Beijing, China).

Para el revelado por quimioluminiscencia se utilizé el sistema Amersham ™ ECL ™ Prime
Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Lifescience, Pittsburgh, PA, USA). La

luminiscencia se reveld en peliculas fotograficas CL-XPosure Films® (Thermo Scientific,
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Rockford, IL; EE. UU) y las bandas se cuantificaron utilizando el software ImageJ FlJI: (GNU

General Public License, Website: https://fiji.sc/).

En todos los casos, las membranas se “strippearon”, se volvieron a bloquear con leche 5 %
en TBS-T 0.1 % y se incubaron con un primer anticuerpo especifico para una proteina de

control de carga, GAPDH (ID#MAB374, 1/1000, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania).

6. Analisis estadistico de los datos

El ajuste de los datos a una distribucion normal se analizé utilizando el test de Shapiro-
Wilks. Para la comparacion de las curvas de crecimiento tumoral se utilizd el andlisis de
ANOVA de dos vias para muestras repetidas en el tiempo, seguido de la correccion post-hoc
de Tukey. En el resto de los casos se utilizd el test de Student de dos colas para la
comparacion de dos condiciones y el analisis de ANOVA de una via seguido de la correccion
post-hoc de Tukey para las comparaciones multiples. En todos los casos se considerd como

significativa una p<0,05.

Los resultados se presentan como la media t el error estandar (SEM). Las pruebas
estadisticas y los graficos de las figuras se realizaron utilizando el software GraphPad Prism
(Version 8.01 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA; EE. UU Website:

http://www.graphpad.com).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS

4.1. Desarrollo del modelo animal. Estudios preliminares

En base a la experiencia del laboratorio en otros modelos animales, a los antecedentes
bibliograficos citados en la TABLA 1, y a fin de optimizar el modelo experimental, se
ensayaron distintas alternativas para las siguientes variables: nimero de células inyectadas,

sitio de inyeccion y vehiculo utilizado.

4.1.1. Numero de células inyectadas

En primera instancia se inyectaron tres animales/grupo por via subcutanea (s.c.) en el flanco
dorsal derecho con 2.5x10°, 5x10° y 7x10° células en suspension en medio 2x. Luego de diez
semanas no se observd desarrollo tumoral en ninguno de los ratones inyectados con
2,5x10° 0 con 7x10° células. En cambio, entre las semanas cuatro y cinco se observd un
botén tumoral en dos de los tres ratones inyectados con 5x10° células, y en la semana doce
surgié el tercer tumor. El volumen maximo de los tumores se alcanzé entre los dias 60 -113

luego de la aparicion del boton tumoral y fue de 1027,2+112,7 mm?3.

En las pruebas subsiguientes se utilizaron 5x10° células por raton.
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4.1.2. Sitio de inyeccion

Debido a la variabilidad en los tiempos de latencia a la aparicién del tumor y de llegada al
volumen maximo observada en el primer experimento, se ensayo otro sitio de inyeccién. Se
inyectaron 5x10° células resuspendidas en Medio 2x en dos animales por via s.c. en el
pliegue nucal y en dos animales en el flanco dorsal derecho. Transcurridas cuatro semanas
no se observo botdn tumoral en los animales inyectados en el pliegue nucal, observandose
en cambio desarrollo tumoral en uno de los animales inyectados en el flanco dorsal, con
una latencia de 31 dias y un volumen maximo de 1295,6 mm3alcanzado 22 dias luego de la
aparicion del botdn tumoral. De aqui en mas se usé el flanco dorsal derecho como sitio de

inyeccion.

4.1.3. Vehiculo utilizado

A fin de optimizar la respuesta de formacidn tumoral, se analizé el impacto de modificar el
medio de resuspensién celular. Se inyectaron células resuspendidas en medio 2x o en

Matrigel en dos grupos en paralelo de seis animales/grupo.

La incidencia de aparicion de tumor en el grupo “Medio 2x” fue de 2/6. En cambio, en el
grupo “Matrigel” la incidencia de aparicién fue de 6/6 con un tiempo maximo de latencia
de 8 semanas y un volumen tumoral maximo de 999.4+191.2 mm?3, 26 dias luego de la

aparicion del botén tumoral.

A partir de los experimentos preliminares descriptos, se establecié el modelo animal por

inyeccion s.c. en el flanco dorsal derecho de 5x10° células LNCaP resuspendidas en Matrigel.
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4.2. Efecto de la deplecién de andrdgenos y de la inhibicidn sistémica de la sintesis del 20-

HETE sobre las caracteristicas de los tumores generados por células LNCaP.

4.2.1. Crecimiento tumoral

En concordancia con los experimentos preliminares, la inyeccion s.c de 5x10° células LNCaP
en flanco dorsal derecho, generd la aparicidén de los primeros tumores a partir de las 4 - 5
semanas. Una vez alcanzado un volumen aproximado de 100-150 mm?3, alrededor de una
semana luego de la aparicién del botén tumoral, se los asignd azarosamente a los diferentes

grupos:

Grupo A: Controles (Intactos, inyectados con vehiculo)

Grupo B: Castracion quirurgica (QX)

Grupo C: Tratados con HET0016 (HET0016, inhibicion de la sintesis de 20-HETE)

Grupo D: Castrados y tratados con HET0016 (QX + HET0016)

Los animales no mostraron variaciéon intergrupal de peso y los valores correspondieron al
desarrollo normal de la especie. Tampoco se observaron signos conductuales alterados, de
acuerdo con los indicadores de bienestar animal utilizados en nuestro bioterio, tales como

signos de dolor o estrés especificos de la especie.

La efectividad de la castracion quirudrgica se verific6 mediante la determinacién de los

valores de testosterona sérica. El nivel de testosterona fue de 0,62+0,01 ng/ml (n=3) en los
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animales intactos, y resulté menor a los niveles detectables en los animales castrados (n=3).
Por otro lado, la efectividad del tratamiento con HET0O016 se corroboré mediante la medida
del contenido hepatico de 20-HETE. Este resulto significativamente menor en los animales
tratados respecto de los controles (en pg 20-HETE/mg proteina: control: 3190+1293;

HET0016: 388+102, n=3, p<0,01).

La Figura 8 muestra el curso temporal del crecimiento tumoral en los diferentes grupos. El
momento de la castracién o del inicio del tratamiento se indica como “tiempo 0” y nos
referiremos a él como “intervencién”. En el caso del grupo control se registré un
crecimiento tumoral sostenido. En cambio, el volumen tumoral resulté significativamente
menor al control a partir de la segunda o tercer medida post intervencion para todos los
grupos (p<0,001). En los grupos HET0016 y QX, la pendiente de crecimiento tumoral se
asemejo al control entre los dias siete y catorce aproximadamente, a partir de entonces la
velocidad de crecimiento se vio reducida. Los animales fueron sacrificados una vez
alcanzado el volumen tumoral previsto para el punto final. En cambio, la tasa de crecimiento
tumoral fue sostenidamente menor en el grupo QX+HET0016, hasta el dia nueve. Con la
excepcion de un repunte transitorio entre los dias nueve - dieciséis, la tasa de crecimiento
permanecié baja hasta el sacrificio de los animales. Sin embargo, aln entre los dias nueve-
dieciséis el volumen tumoral resultd significativamente menor a los grupos QX o HET0016

(p<0,01 vs ambos).
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Figura 8. Curso temporal del crecimiento tumoral en ratones. Los tumores fueron generados por la
inyecciéon s.c. de una suspensién de células LNCaP (5x10° en Matrigel) en ratones macho
NIH(S)FoxIN™" de 4-5 semanas. Se asigné los animales a cuatro grupos: controles (negro),
castrados (QX, rojo), tratados con HET0016 (HET0016, 5 mg/kg/dia, azul) y castrados - tratados
(QX+HET0016, violeta) (n=5/ grupo). El momento de la castracién y/o el comienzo de tratamiento
se indican con la flecha. Los valores se expresan como la media + SEM. (***P<0,001, **** P<0.0001
vs. cualquier otro grupo; ++ P<0,01 vs QX o HET0016).

4.2.2. Caracteristicas de los tumores recolectados

4.2.2.1. Expresion del CYP4F2

Una vez establecido el modelo experimental, se verificd en primera instancia la expresién
del CYP4F2 en los tumores generados (Figura 9). Como se especificéd en la Introduccién, el
CYP4F2 es una 20-hidroxilasa de alta actividad catalitica en la sintesis del 20-HETE. La tincidn
inmunohistoquimica confirmé que todas las muestras estudiadas tuvieron expresion del

CYP4F2 (tincion amarronada) en el citoplasma celular. En el grupo QX la positividad resulté
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irregular en distintas areas del preparado, mientras que la inmupositividad fue
aparentemente mas suave en el grupo QX+HET0016. Esta observacién fue confirmada

posteriormente por western blot (punto 4.2.2.6.).

Figura 9. Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de CYP4F2. Se muestran microfotografias
representativas de la marcacién inmunohistoquimica para CYP4F2, en muestras de tumores
murinos de los grupos control (CTRL), castracion quirdrgica (QX), tratados con HET0016 (HET0016)
y castrados - tratados (QX+HET0016). Barra de escala=100 pm.




4.2.2.2. Volumen tumoral final

El volumen tumoral resultd menor al control en todos los grupos tratados (* p<0,05,
**p<0,01, **** P<0.0001 para los grupos HET0016, QX y QX+HET0016 respectivamente)
(Figura 10). Ademas, es digna de resaltar la diferencia en el volumen tumoral del grupo
QX+HETO0016 respecto de los dos tratamientos por separado (* p<0,05y **p<0,01 vs. QX y
HET0016 respectivamente). En la Figura 10 se muestran tumores representativos de cada

grupo, y el analisis cuantitativo del tamafio tumoral final.
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Figura 10. Fotografia representativa de tumores obtenidos de ratones de los diferentes qrupos
experimentales y andlisis del tamafio tumoral final. A) control (gris, n=5), B) Castrado (QX, n=5 rojo),
C) tratado con HET0016 (azul, n=5 ), y D) Castrado-tratado con HET0016 (HET0016 + QX, n=5
violeta). Los valores se expresan como la media £ SEM. (*p<0,05, **p<0,01, **** P<0.0001).
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Figura 11. Microfotografias representativas de la tincion H&E de cortes de tumores de los distintos
grupos _experimentales. A. control, B. Castracidon quirurgica, C. Tratamiento con HET0016, D.
Castracidn quirdrgica y Tratamiento con HET0016. Barra de escala = 100 um.

El examen histoldgico de los preparados revelé una arquitectura tumoral conservada,
formados por células poliédricas y vascularizacién evidente en todos los grupos. Como se
observa en la Figura 11 A-C, los nucleos son redondeados y eucromaticos, con nucleolos

evidentes. En cambio, en la Figura 11 D se observan varias células donde la cromatina del




nucleo estd muy condensada, con apariencia de picnosis. En las mismas células el

citoplasma aparece vacuolizado.

4.2.2.3. Proliferacion celular

El indice mitético fue utilizado como marcador de proliferacién celular. Para su estimacidn
se realizo el recuento de las figuras mitéticas en cortes tefidos con hematoxilina-eosina, y
se calculé la relacion de nucleos positivos/nucleos totales. Las figuras mitdticas se
definieron como la presencia de extensiones de cromatina (cromosomas condensados) que
se extienden desde una masa de cromatina condensada, que corresponde a una figura en
metafase o telofase. La Figura 12 ilustra las figuras mitéticas observadas. En semejanza con
lo observado sobre el volumen tumoral final, el indice de mitosis fue menor en todos los
grupos tratados respecto del control (p<0,05 para HET0016 y p<0,0001 para QX vy

QX+HET0016).
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Figura 12. Andlisis de la proliferacion celular en muestras de tumores murinos. Microfotografias de
los tumores recuperados con tincién de Feulgen por inmersién 100X. En las imagenes se marca:
célula en Anafase (flecha), donde se observa la ubicacién de los cromosomas en los polos celulares;
y otras en Metafase (punta de flecha) donde los cromosomas se ubican en el plano ecuatorial. (Ay
B) Barra de escala = 200 uM. Grafico: Analisis cuantitativo del indice mitético en cortes histoldgicos
medidos en porcentaje de mitosis por campo (Controles (n=3), castrados (QX, n=3), tratados
(HETO016, n=3), y castrados - tratados (QX+HET0016, n=4). (Anova * p<0,05, **** P<0.0001 vs
control)

4,2.2.4. Vascularizacién

La vascularizaciéon tumoral se evalué por la expresion del marcador vascular CD31,
determinando en numero de vasos por campo. La figura 13 A ilustra la disposicién de las
estructuras vasculares en los cortes observados. El andlisis cuantitativo indica una
disminucién significativa de la vascularizacion respecto del control sélo en el grupo
QX+HET0016 (p<0,01). Es importante subrayar que el nUmero de vasos por campo en el
grupo QX+HET0016 también resultd significativamente menor al grupo QX y al grupo

HET0016 (p<0,05 para ambos).
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NUMERO DE VASOS / CAMPO

Figura 13. Andlisis inmunohistoquimico de la vascularizacion (expresion de CD31) en muestras de
tumores murinos. Microfotografia: Se sefialan estructuras vasculares con marca positiva para CD31:
flecha, células vasculares alineadas que marcan vasos elongados; punta de flecha, luces vasculares
con revestimiento endotelial. Barra de escala = 100 um. Grafico: Andlisis cuantitativo de la
angiogénesis tumoral expresada como numero de vasos CD31+ por campo (Controles (n=4),
castrados (QX, n=3), tratados con HET0016 (HET0016, n=4), y castrados - tratados (QX+HET0016,
n=3). Los valores se expresan como la media + SEM. (* p<0,05, ** P<0.01).

4.2.2.5. Expresion del CYP4F2 y del RA en muestras tumorales

Como se describid en el capitulo de Introduccién, los andrégenos desempefian un papel
protagdnico en la progresion del cancer de préstata (Introduccién, punto 2.3.1). Por otro
lado, los resultados del presente trabajo indican que la inhibicién sistémica de 20-
hidroxilasas per se aminora el crecimiento tumoral, y potencia el efecto de la ablacién
androgénica sobre el mismo. En base a ello, y a la relevancia de los andrégenos en el
crecimiento tumoral, resultd de interés indagar si el tratamiento con HET0016 modifica la
expresion de receptores de andrdgenos en el tumor, y/o si reciprocamente, la castracion

altera la expresién tumoral del CYP4F2.
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La expresidon de ambas proteinas en los homogenatos tumorales fue analizada por Western
blot (Figura 14 A). En concordancia con las diferencias observadas por inmunohistoquimica,
la expresion del CYP4F2 (Figura 14 B) fue significativamente menor al control en los grupos
QX y QX+HET0016 (p<0,01 para ambos). Cabe resaltar que, si bien el tratamiento con
HET0016 no modificé per se la expresion del CYP4F2 respecto del control, potencid el efecto
inducido por la castracién (p<0,01 vs. QX). A su vez, la castracion redujo la expresion de

CYP4F2 respecto del tratamiento con HET0016 solo (p<0,01 vs. HET0016).

En cuanto al RA (Figura 14 C), su expresion fue mayor en el grupo QX (p<0.0001 vs. control),
sin cambios en el grupo HET0016. Sin embargo, el efecto mas relevante del tratamiento con
HET0016 fue que resultd en una dramdtica reduccion de la expresion del RA en el grupo
QX+HETO0016 respecto del grupo QX (p<0.0001), auin por debajo de la expresion en el grupo

control (p<0.01).
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Figura 14. Expresion de CYP4F2 y del receptor de andrégenos (RA) en muestras de tumores murinos.
Se analizd la expresion proteica en homogenatos de los tumores generados por la inyeccién de
células LNCaP en los siguientes grupos: Control, Castracién quirdrgica (QX), Tratamiento con
HET0016 (HET0016), y Castracion quirdrgica + Tratamiento con HET0016 (QX+HET0016). A. Se
muestra un western blot representativo para cada proteina. La expresién proteica (en unidades
arbitrarias) se calculé como el cociente de CYP4F2 (B) o RA (C) sobre GAPDH. A la condicidon control
se le asigné el valor arbitrario de 1 y todos los resultados se refirieron a ese valor como veces de
cambio. (n= 4 por grupo). Los valores se expresan como la media = SEM. (** p<0,01, **** P<0.0001
vs control; # p<0,05, ## p<0,01, ####H# P<0.0001 vs QX; && p<0,01 vs HET0016).
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CAPITULO V

DISCUSION

El presente trabajo describe el desarrollo de un modelo experimental murino de cancer de
prostata sensible a los andrégenos, y el resultado de la inhibicion sistémica de la sintesis de

20-HETE sobre el crecimiento tumoral.

En nuestras condiciones, los tumores generados por la inyeccién de células LNCaP se
comportaron de manera similar a lo descripto por otros autores 3 14 Sj bien en esos
trabajos se utilizaron diferentes sitios de inyeccidon y/o niumero de células por cada sitio, el
tiempo de latencia a la aparicion del tumory al volumen maximo, y el volumen tumoral final
coinciden en general con los resultados del presente trabajo. Asimismo, segun lo esperado,
en todo el proceso del desarrollo del modelo experimental, el estado general de los

animales fue bueno.

En los animales intactos la tasa de crecimiento tumoral fue sostenida durante el curso del
estudio. En cambio, la menor tasa de crecimiento de los tumores en animales castrados o
tratados con HET0016 durante la primera semana, quedé reflejada en la menor pendiente
en el grafico del curso temporal de crecimiento tumoral (periodo de regresién). Sin
embargo, poco tiempo después, la pendiente de crecimiento se asemejé a la del grupo
control (periodo de regeneracién). Se ha propuesto que la recuperacidon de la tasa de
crecimiento tumoral en los animales castrados se debe a la transformacion de al menos

algunas células al fenotipo independiente de andrégenos®, Este comportamiento de los
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tumores generados con células LNCaP podria ser extrapolado a la situacidn clinica de
transformacion a CRPC durante la terapia de supresién hormonal®? . Del mismo modo, la
aceleracién de la pendiente de crecimiento en el grupo HET0016, sugiere la adaptacién de
las células a esta nueva condicion. En general, la capacidad adaptativa a condiciones menos
favorables es una caracteristica de la célula tumoral. En particular, la sobreexpresion del
receptor GPR75 en células de cancer de préstata en cultivo en presencia del antagonista del
20-HETE®®, podria ser parte de este mecanismo de adaptacidn. Resulta muy importante
recalcar que, en los animales castrados, la inhibicién de la sintesis de 20-HETE por el
HET0016 retrasé el pasaje al periodo de regeneracion y, luego de una recuperacién
transitoria, la tasa de crecimiento se mantuvo en la misma pendiente que en el periodo de
regresion, con un volumen tumoral final significativamente menor respecto de cualquier
otro grupo, a pesar de la mayor sobrevida de los animales. Puede inferirse entonces que la
inhibicién de la sintesis de 20-HETE en los animales castrados interfiere con la conversion al

fenotipo independiente de andrégenos.

En concordancia con las observaciones de otros autores, los niveles bajos de testosterona
derivados de la castracion podrian explicar la reduccidn transitoria de la tasa de crecimiento

tumoral y el menor volumen tumoral fina|8% 115 100,116

Esta disminucién puede explicarse en virtud del papel crucial de los andrégenos en células
LNCaP. De hecho, el RA es un factor de transcripcidon que se une al sitio promotor de una
variedad de moléculas asociadas a la proliferaciéon, aumentando su transcripcién. Asi, por
ejemplo, los andrégenos aumentan la expresion de la ciclina D. La ciclina D1 actia como

reguladora de kinasas dependientes de ciclinas (del inglés, CDKs), cuya actividad es
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imprescindible para la transicién G1/S del ciclo celular. Este mecanismo es tan relevante
gue cuando las células sensibles a andrégenos se ven privadas de los mismos, evaden el
ciclo celular y quedan arrestadas en GO’°. Asi, en acuerdo con la literaturat® , en nuestros
animales, el indice mitdtico fue sustancialmente menor en los tumores de animales
castrados. El tratamiento con HET0016 de los animales QX no resulté en una reduccién
adicional del indice mitdtico, probablemente debido al efecto drastico de la deprivacion

androgénica per se.

Como ya mencionamos, en concordancia con lo observado por otros autores en diversos
tipos tumorales, el tratamiento con HET0016 enlentecio transitoriamente el crecimiento y
redujo el volumen tumoral final>>*'7118 podriamos especular que esta respuesta estd
asociada al menor indice mitético observado en los tumores de animales tratados con
HET0016, que podria interpretarse a su vez a la luz del efecto proliferativo descripto para el

20-HETE in vitro®.

En cambio, en nuestro modelo experimental, la vascularizaciéon del tumor no se vio
significativamente afectada por la castracidn ni por la inhibicion de la sintesis de 20-HETE
individualmente. Este ultimo resultado difiere del efecto anti angiogénico del HET0016
observado en otros modelos tumorales!!’” 118 |3 angiogénesis es un proceso sumamente
complejo del que participan numerosos factores. Por lo tanto, sin desestimar los efectos
proangiogénicos del 20-HETE descriptos en la introducciéon (punto 2.2.3.1), podria
interpretarse que otros factores proangiogénicos tales como el factor de crecimiento
fibroblastico-2 (FGF-2) o el VEGF podrian compensar in vivo el efecto de la ausencia de 20-

HETE en nuestro modelo experimental. Sin embargo, la combinacion de deplecién

58

——
| —



androgénica e inhibicion de la sintesis de 20-HETE en los animales QX+HET0016 produjo
una importante reduccion de la vascularizacién tumoral. Si bien de nuestros resultados no
puede inferirse el mecanismo de esta interaccién, podemos hipotetizar que la menor
vascularizacion tumoral podria contribuir al menor crecimiento y volumen final de los
tumores en este grupo. Finalmente, a pesar de que la presente tesis no aporta evidencias
experimentales directas al respecto, podriamos especular que el tratamiento con HET0016
de animales QX podria suprimir, al menos parcialmente, el efecto antiapoptotico del 20-
HETE (ver introduccion, punto 2.2.3.2). Esta especulacidn surge a partir del mayor numero
de células vacuoladas con nucleo picndtico o fragmentado, caracteristicos de células en

apoptosis, observadas en los preparados de animales QX+HET0016.

Estudios previos in vitro revelaron el efecto positivo del 20-HETE sintetizado por las células
LNCaP en la sobrevida celular®. Los resultados de la presente tesis extienden esas
observaciones a la condicidn in vivo. En este escenario, las células tumorales estan alojadas
en la matriz extracelular; esta interaccion les proporciona no solo el soporte histoldgico,
sino también sefiales quimicas, originadas por otros componentes del microambiente
tumoral, que resultan propicias para su desarrollo. De esta forma, el tratamiento sistémico
con HET0016 no inhibié selectivamente la sintesis de 20-HETE en la célula tumoral, sino
también el aporte de otros tipos celulares, tales como las células endoteliales, células
inflamatorias que infiltran la masa tumoral, u otros tipos celulares que conforman el
estroma tumoral. En su conjunto, estos hallazgos destacan al 20-HETE como una molécula

clave en el crecimiento tumoral.
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La menor expresidn del CYP4F2 en tumores de animales castrados, concuerda con la mayor
expresion del CYP4F2 observada previamente en células LNCaP incubadas con DHT?. La
expresion del CYP4F2 en el humano esta bajo la regulacion de la Proteina de Unién al
Elemento Regulatorio por Esteroles (del inglés, SREBP-1). Los andrégenos promueven la
sintesis y activacién de SREBP-1 que, una vez activado, transloca al nicleo donde interactua
con el promotor del CYP4F2 induciendo su transcripcion3°. Podria hipotetizarse entonces
qgue la deplecién androgénica originaria una menor disponibilidad de SREBP activado
derivando en una menor expresion de CYP4F2. Si bien no podemos proponer un mecanismo
para explicar la mayor inhibicion de la expresion de CYP4F2 en el grupo QX+HET0016,
podemos especular que la menor disponibilidad de 20-HETE en estos tumores podria
justificar al menos parcialmente nuestros hallazgos respecto del crecimiento y tamafio

tumoral, proliferacién y vascularizacién.

Por otro lado, la sobreexpresion del RA, observada en tumores de nuestros animales
castrados, una aberracion ya caracterizada en el CPRC en humanos, es considerada un
mecanismo de adaptacién a la escasez de andrégenos en el microambiente y, por ende, un
mecanismo de resistencia a la castracidon!'®. Un aumento en la expresiéon del RA fue
observado también por otros autores en tumores generados por células LNCaP en animales
castrados'® 20, E| tratamiento con HET0016 no solo previno la mayor expresion del RA en
animales castrados (grupo QX + HET0016) sino que redujo la expresion del RA en este grupo
respecto del control. Si bien no podemos especular un mecanismo para esta interaccién,
este resultado in vivo concuerda con hallazgos previos in vitro en células LNCaP8. En esos

experimentos, la incubacidon con HET0016 redujo la expresién del RA a nivel RNAm vy
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proteina, asi como también la secrecién al medio del PSA. Asi, podriamos especular que la
anulacién de la sobreexpresion del RA en los animales QX +HET0016 podria asociarse a una

menor transcripcion de una serie de genes vinculados a la progresion de la enfermedad.

De esta forma, la menor expresion de RA, en combinacién con el menor crecimiento, indice
mitdtico y vascularizaciéon observados en los animales QX+HET0016, sugeriria que la
inhibicidn de la sintesis de 20-HETE actua de forma sinérgica con la deplecién androgénica
interfiriendo en el desarrollo tumoral en el modelo murino de cancer de préstata estudiado

en el presente trabajo de tesis.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

En el presente trabajo de tesis se ha evaluado in vivo el efecto de la inhibicidn de la sintesis
de 20-HETE sobre el desarrollo tumoral en un modelo murino de cdncer de prdstata
hormono dependiente. Este trabajo se desarrolld en el marco de una linea de investigaciéon
del laboratorio de Eicosanoides del Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas “Dr. César
Bergadd” que plantea explorar la participacién del 20-HETE en procesos que determinan la
progresion del cancer de proéstata.

De los resultados del presente trabajo se desprende que el 20-HETE desempefia un papel
importante en el crecimiento tumoral. El hecho de que la tasa de crecimiento y el volumen
tumoral final resultaron menores en los animales castrados y tratados con HET0016
respecto de cualquiera de los tratamientos en forma independiente, sugiere un efecto
cooperativo entre el 20-HETE y los androgenos en el desarrollo tumoral. Tal interaccion
pudo percibirse también respecto de la proliferacidn y la vascularizacién de los tumores, en
funcién de la drastica disminucidn de estos parametros en los animales QX+HET0016.
Finalmente, el hecho de que la combinacidn de ambos tratamientos haya revertido la
sobreexpresion del RA inherente a la castracion, subraya la relevancia del 20-HETE en el
desarrollo del tumor. Debido a que la expresidn de una amplia variedad de genes asociados
a la proliferaciéon y la angiogénesis esta bajo regulacion del RA, esta ultima observacidn es
clave para la interpretacién del menor desarrollo tumoral en los animales QX+HET0016.
De esta manera, el presente trabajo aporta herramientas para posicionar al 20-HETE como

un participe en el desarrollo del cadncer de prdstata. Los resultados aqui presentados abren
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la posibilidad de interferir en un futuro con su sintesis como una posible herramienta

terapéutica, en particular en asociacién en terapias de deplecién androgénica.
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