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Resumen

El reposicionamiento de farmacos es una estrategia que consiste en el uso de un farmaco
existente para un proposito diferente al de su indicacion médica original con el objetivo de
acortar tiempos y gastos en la aprobacién de terapias. Debido a las limitaciones existentes
en los tratamientos oncolégicos, el reposicionamiento surge como una posibilidad
prometedora. En este trabajo se evaluaron dos farmacos a ser reposicionados en distintos
tipos de cancer: el 4cido valproico en neuroblastoma, y la fluoxetina en cancer de pancreas.
El neuroblastoma (NB) es uno de los tumores sélidos infantiles mas frecuentes representando
aproximadamente el 8% de los tumores malignos pediatricos. Este tipo de tumor se origina a
partir de células progenitoras de la cresta neural, las cuales dan lugar al linaje simpatoadrenal.
Se sabe que las células de NB suelen presentar un bajo grado de diferenciacion, y se ha
establecido que cuanto menor es el grado de diferenciacién celular, peor es el pronéstico
clinico de los pacientes. Por este motivo, resulta fundamental comprender los mecanismos
gue regulan la diferenciaciéon del linaje simpatoadrenal, del cual derivan las células del NB,
para disefiar nuevas estrategias terapéuticas. Un tratamiento posible que se ha presentado
en los ultimos afios es el acido retinoico (AR), un agente diferenciador ya aprobado para otros
tipos de cancer que posee efectos diferenciadores y antitumorales en el NB. Sin embargo, la
mayoria de los pacientes de alto riesgo presentan resistencia a esta terapia, por lo que se
plantea la posibilidad de combinar este tratamiento con algin otro medicamento. El 4cido
valproico (VPA) es un inhibidor de histona deacetilasas que se utiliza en la clinica para el
tratamiento de la epilepsia y desérdenes bipolares. Se ha demostrado que el VPA no solo
reduce la capacidad proliferativa, sino que también promueve la diferenciaciéon celular en
diversos tipos tumorales. Adicionalmente, se ha reportado que el VPA suprime el fenotipo
agresivo de algunas lineas celulares de NB. La hipétesis de esta parte del trabajo es que el
tratamiento con VPA en lineas celulares de NB induce la diferenciacion neuronal, disminuye
la proliferacién celular, la migracion, el crecimiento tumoral y la capacidad invasiva y que
podria aumentar la eficacia del tratamiento con AR. Esta hipétesis sugiere que la
diferenciacion de células de NB involucra cambios en la expresion de factores que resultan
en la disminucion de la agresividad celular. El objetivo de esta parte del trabajo fue evaluar
los efectos del tratamiento con VPA como tratamiento Gnico y en combinacién con el AR sobre
la diferenciacién celular y su impacto en la agresividad tumoral en lineas celulares de NB.
Para ello, se trataron las lineas celulares SK-N-SH y SH-SY5Y con VPA sélo o combinado
con AR. Los resultados obtenidos indican que el VPA como tratamiento individual indujo
cambios en la morfologia celular compatible con un proceso de diferenciacién celular,
evidenciada por un alargamiento celular adquiriendo una morfologia similar a la de las

neuronas. Ademas, el tratamiento redujo significativamente las capacidades proliferativas y



migratorias en ensayos de confluencia, clonogénicos y transwell, sin afectar la viabilidad
celular (ensayos de MTT y Trypan blue). Los efectos inhibitorios sobre la proliferacién también
se observaron en ensayos en 3D, siendo los esferoides tratados con VPA significativamente
mas pequefos que los control. También, se realizaron implantes de esferoides de NB en la
membrana corioalantoidea del embrién de pollo para evaluar los efectos de VPA in vivo. En
el tratamiento combinado con el AR se vio un aumento en la longitud de las células y una
disminucion en la proliferacién en tres dimensiones en comparacion con el tratamiento
individual con el AR. Sin embargo, no se vieron diferencias significativas en estos aspectos
con respecto al tratamiento con VPA. En conjunto, estos resultados sugieren que el VPA, un
farmaco aprobado por la FDA para otras patologias, tiene potencial para ser reposicionado
como tratamiento para el NB. Al reducir tanto la proliferacion como la migracién de las células
tumorales de NB y promover su diferenciacién, la combinacién de los tratamientos actuales
junto con VPA podria ofrecer una nueva estrategia terapéutica para mejorar el prondstico
clinico de esta enfermedad. Mas estudios son necesarios para evaluar el efecto de su
combinacion con el AR, pero estos resultados preliminares sugieren que la accion del VPA
en combinacién con el AR es mas eficaz que el AR como tratamiento individual, pero no que
el VPA.

El cancer de pancreas es el sexto tipo de cancer con mayor mortalidad en el mundo, y el
adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC, del inglés Pancreatic Ductal Adenocarcinoma)
es el subtipo mas frecuente. Las terapias para este tipo de cancer suelen generar resistencia
0 ser poco eficaces para su tratamiento, por lo que es necesario buscar nuevas estrategias
terapéuticas para mejorar la calidad de vida de los pacientes. Dentro de los focos moleculares
para dirigir una terapia se encuentra la autofagia, un mecanismo de reciclado de componentes
celulares que ha cobrado importancia en los Ultimos afios e interés en el campo del cancer
por los distintos efectos que puede tener sobre la agresividad tumoral. En el PDAC se ha visto
gue la autofagia se encuentra sobreactivada y podria asociarse a la resistencia a
guimioterapias. Ademas, su inhibicién se ha visto asociada a un menor crecimiento tumoral,
por lo que se presenta como un posible blanco terapéutico. La fluoxetina (FLX) es un
antidepresivo cuyos efectos antitumorales se han comprobado en distintos tipos de cancer,
siendo que en alguno de ellos estos efectos se vieron asociados al impacto de la droga sobre
el flujo autofagico. La hipétesis de esta parte del trabajo es que el tratamiento con FLX en una
linea celular de PDAC disminuye la agresividad tumoral siendo la inhibicién de la autofagia
un posible mecanismo. El objetivo de esta parte del trabajo fue evaluar los efectos del
tratamiento con FLX sobre la viabilidad y proliferacion de células de PDAC y explorar los
cambios en el flujo autofagico como un posible mecanismo molecular responsable del efecto.
Para ello, se trato la linea celular PANC-1 con FLX. Los resultados obtenidos indican que la

FLX reduce la viabilidad y la proliferacién de las células PDAC e inhibe el proceso autofagico.



Estas observaciones preliminares aportan evidencia de los efectos antitumorales de esta
droga, ademas de presentar un posible mecanismo de accién para los mismos y respaldar la
posibilidad de reposicionar este antidepresivo como terapia oncoldgica.



Titulo y resumen en inglés

Antitumoral effect of medication used in psychiatry and neurology

Drug repositioning is a strategy that consists of using an existing drug for a purpose other than
its original medical indication with the aim of shortening the time and cost of approving
therapies. Due to the existing limitations in oncological treatments, repositioning emerges as
a promising possibility. In this work, two drugs were evaluated for repositioning in different
types of cancer: valproic acid in neuroblastoma, and fluoxetine in pancreatic cancer.

Neuroblastoma (NB) is one of the most common childhood solid tumors, representing
approximately 8% of pediatric malignancies. This type of tumor originates from neural crest
progenitor cells, which give rise to the sympathoadrenal lineage. It is known that NB cells
usually show a low degree of differentiation, and it has been established that the lower the
degree of cellular differentiation, the worse the clinical prognosis of patients. For this reason,
it is essential to understand the mechanisms that regulate the differentiation of the
sympathoadrenal lineage, from which NB cells derive, in order to design new therapeutic
strategies. One potential treatment that has been introduced in recent years is retinoic acid
(RA), a differentiating agent already approved for other cancers that has differentiating and
antitumor effects in NB. However, most high-risk patients show resistance to this therapy, so
the possibility of combining this treatment with some other drug is being considered. Valproic
acid (VPA) is a histone deacetylase inhibitor used in the clinic for the treatment of epilepsy
and bipolar disorders. VPA has been shown not only to reduce proliferative capacity, but also
to promote cell differentiation in various tumor types. Additionally, VPA has been reported to
suppress the aggressive phenotype of some NB cell lines. The hypothesis of this part of the
work is that VPA treatment of NB cell lines induces neuronal differentiation, decreases cell
proliferation, migration, tumor growth and invasiveness, and could increase the efficacy of RA
treatment. This hypothesis suggests that NB cell differentiation involves changes in the
expression of factors that result in decreased cell aggressiveness. The aim of this part of the
work was to evaluate the effects of VPA as a single treatment and in combination with RA on
cell differentiation and its impact on tumor aggressiveness in NB cell lines. For this purpose,
SK-N-SH and SH-SY5Y cell lines were treated with VPA alone or combined with RA. Results
indicate that VPA as an individual treatment induced changes in cell morphology, compatible
with a process of cell differentiation, evidenced by cell elongation, acquiring a neuron-like
morphology. In addition, treatment significantly reduced proliferative and migratory capacities
in confluence, clonogenic and transwell assays, without affecting cell viability (MTT and
Trypan blue assays). Inhibitory effects on proliferation were also observed in 3D assays, with
VPA-treated spheroids being significantly smaller than the control ones. Also, NB spheroid

implants in the chorioallantoic membrane of the chick embryo were performed to evaluate the



effects of VPA in vivo. Combined treatment was found to increase cell length and decrease
proliferation in three dimensions compared to RA alone. However, no significant differences
in these aspects were seen in relation to VPA treatment. Taken together, these results suggest
that VPA, an FDA-approved drug for other pathologies, has potential to be repositioned as a
treatment for NB. By reducing both proliferation and migration of NB tumor cells and promoting
their differentiation, the combination of current treatments together with VPA could offer a new
therapeutic strategy to improve the clinical prognosis of this disease. More studies are needed
to evaluate the effect of its combination with RA, but these preliminary results suggest that the
action of VPA in combination with RA is more effective than RA as a single treatment, but not
VPA.

Pancreatic cancer is the sixth type of cancer with the highest mortality in the world, and
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most frequent subtype. Therapies for this
type of cancer often generate resistance or are not very effective for its treatment, so it is
necessary to search for new therapeutic strategies to improve the quality of life of patients.
One of the molecular targets for therapy is autophagy, a mechanism for recycling cellular
components that has gained importance in recent years and interest in the field of cancer due
to the different effects it can have on tumor aggressiveness. In PDAC, autophagy has been
found to be overactivated and could be associated with resistance to chemotherapies. In
addition, its inhibition has been associated with reduced tumor growth, making it a possible
therapeutic target. Fluoxetine (FLX) is an antidepressant whose antitumor effects have been
demonstrated in different types of cancer, and in some of them these effects were associated
with the impact of the drug on autophagic flux. The hypothesis of this part of the work is that
treatment with FLX in a PDAC cell line decreases tumor aggressiveness being the inhibition
of autophagy, a possible mechanism. The aim of this part of the work was to evaluate the
effects of FLX treatment on PDAC cell viability and proliferation and to explore changes in
autophagic flux as a possible molecular mechanism responsible for the effect. For this
purpose, the PANC-1 cell line was treated with FLX. The results obtained indicate that FLX
reduces the viability and proliferation of PDAC cells and inhibits the autophagic process.
These preliminary observations provide evidence of the antitumor effects of this drug, in
addition to presenting a possible mechanism of action for these effects and supporting the

possibility of repositioning this antidepressant as an oncological therapy.
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Introduccidén

Introduccion

1. El cancer

1.1 Caracteristicas generales

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por una proliferacion celular
descontrolada, impulsada por factores genéticos y epigenéticos que alteran los mecanismos
normales de regulacion celular. El cancer puede formarse en cualquier parte del cuerpoy, en
general, se denomina segun el 6rgano o tejido donde se origina. Los factores de riesgo
asociados al cancer pueden ser extrinsecos o intrinsecos. Los factores extrinsecos incluyen
el estilo de vida y la exposicién a agentes ambientales o carcinégenos, mientras que los
intrinsecos se relacionan principalmente con la predisposicion genética individual (Yildirim-
Kahriman, 2021).

Segun los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es actualmente la
principal causa de muerte a nivel mundial, siendo responsable de aproximadamente el 17%
de las muertes totales. En 2022, se reportaron casi 20 millones de nuevos casos de cancer y
cerca de 10 millones de muertes a nivel global, de acuerdo con la Agencia Internacional para
la Investigacion sobre el Cancer (IARC). Entre los tipos de cancer mas frecuentes se
encuentran el de pulmén, el de mama, el colorrectal, el de prostata y el de estobmago (figura
1).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad mundial absoluta de los tipos de cancer mas
frecuentes. Se muestran resultados de incidencia (en azul) y mortalidad (en rojo) para ambos
sexos y todas las edades de los 10 tipos de cancer mas frecuentes en 2022 segun datos de
la IARC.
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En el afio 2000, Hanahan y Weinberg propusieron un conjunto de seis capacidades
funcionales fundamentales que las células cancerigenas deben adquirir para mantener su
capacidad tumorigénica. Estas caracteristicas incluyen la evasion de supresores de
crecimiento, la activacion de la invasion y metastasis, la habilitaciéon de la inmortalidad
replicativa, la induccion de la angiogénesis, la resistencia a la muerte celular y la sefalizacion
proliferativa sostenida (figura 2) (Hanahan and Weinberg, 2000). Estas capacidades
proporcionan a las células cancerigenas las herramientas basicas para crecer y proliferar

evitando los controles tipicos del tejido sano.

angiogenesis

Figura 2. Capacidades funcionales que poseen las células cancerigenas propuestas
originalmente en el 2000 (Hanahan and Weinberg, 2000).

En el 2011, estos autores ampliaron su teoria inicial afiadiendo dos caracteristicas
emergentes y dos caracteristicas habilitantes, para un total de diez capacidades funcionales.
Las nuevas caracteristicas emergentes incluyen la evasion de la respuesta inmune y la
desregulacion del metabolismo energético. Las dos caracteristicas habilitantes afiadidas, que
son la inflamacion pro-tumoral, y la inestabilidad genomica y mutaciones, describen
condiciones que facilitan la aparicion y progresion de los rasgos cancerigenos previamente
propuestos (figura 3) (Hanahan and Weinberg, 2011).
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Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figura 3. Caracteristicas emergentes y habilitantes propuestas en el 2011 a ser
consideradas dentro de las capacidades funcionales originales (Hanahan and Weinberg,
2011).

En el 2022, Hanahan introdujo cuatro posibles nuevas capacidades funcionales que podrian
ser esenciales para entender mejor el comportamiento tumorigénico de las células
cancerigenas. Estas caracteristicas son el desbloqueo de la plasticidad fenotipica, la
reprogramacién epigenética no mutacional, la presencia de microbiomas polimoérficos, y la
presencia de células senescentes (figura 4). Con estas incorporaciones, hoy se reconocen
14 capacidades funcionales en células cancerigenas que son necesarias para mantener su

capacidad tumorigénica (Hanahan, 2022).

Sustaining Evading

proliferative signaling growth suppressors
Unlocking Nonmutational
phenotypic plasticity epigenetic reprogramming
Deregulating 4 Avoiding immune
cellular destruction

metabolism

Resisting cell Enabling
death replicative
immortality
Genome
instability & Tumor-promoting

: inflammation
mutation

Senescent cells

y Polymorphic
microbiomes

Inducing or accessing Activating invasion &
vasculature metastasis

Figura 4. Capacidades funcionales que poseen las células cancerigenas incluyendo las
caracteristicas emergentes y habilitantes propuestas en el 2022 (Hanahan, 2022).
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1.2 La metastasis

Para mas del 90% de los pacientes oncoldgicos, la principal causa de muerte son las
consecuencias de la metastasis (Fidler, 2003). La metéastasis es un proceso complejo en el
que las células de un tumor primario adquieren la capacidad de diseminarse y colonizan
nuevos tejidos, formando asi tumores secundarios en sitios distantes. Este proceso involucra
varias etapas biolégicas que pueden dividirse principalmente en invasion, intravasacion,
circulacion y supervivencia en el torrente sanguineo, extravasacion vy, finalmente,
colonizacién metastasica (figura 5) (Chen and Yan, 2021).

El primer paso en la metastasis es la invasion, durante la cual las células tumorales
experimentan cambios en su adhesién a la matriz extracelular, viéndose aumentada la
degradacién proteolitica del tejido circundante. Este proceso aumenta la motilidad celular,
favoreciendo el desplazamiento de las células tumorales a través del tejido hacia los vasos
sanguineos y linfaticos cercanos. Una vez alcanzados estos vasos, las células se introducen
en la circulacibn en un proceso conocido como intravasacion. Una vez en el torrente
sanguineo, las células deben sobrevivir. Estas células pueden adoptar un estado de
quiescencia que les permite resistir a las respuestas inmunitarias hasta llegar a su destino.
Las células tumorales pueden atravesar la pared de los vasos en un proceso denominado
extravasacion. Finalmente, el proceso de colonizacion metastasica implica la formacién de
micrometastasis, que pueden progresar hacia macrometastasis vascularizadas. La
colonizacién exitosa depende de las interacciones entre las células tumorales y el

microambiente del 6rgano receptor. (Fares et al., 2020; Steeg, 2006).
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Figura 5. Esquema representativo de los pasos de la cascada metastasica. Este proceso
se divide principalmente en invasion local, intravasacion, supervivencia en la circulacion,
extravasacion y colonizacibn metastasica para un posterior crecimiento tumoral (Chen and
Yan, 2021).

1.3 Terapias oncolo6gicas

Algunas de las estrategias terapéuticas en la lucha contra el cancer se basan en el arresto
del ciclo celular, la induccion de la muerte celular, la regulacion de la angiogénesis y la
modulacién de los puntos de control inmunoldgicos. Entre ellas se encuentran las terapias
tradicionales, como la radioterapia y la quimioterapia, que, aunque ampliamente utilizadas y
eficaces en el tratamiento de varios tipos de cancer, suelen carecer de especificidad. Esta
falta de especificidad puede provocar efectos secundarios graves en los pacientes, afectando
no solo a las células tumorales sino también a los tejidos sanos, lo cual presenta importantes
desafios clinicos. Ademas, el uso repetido de estas terapias puede actuar como presion de
seleccién aumentando la proporcién de células tumorales resistentes y con un fenotipo mas
agresivo, dificultando la efectividad del tratamiento a largo plazo (Gil and Rodriguez, 2016).
Por estas razones, resulta crucial desarrollar nuevas estrategias terapéuticas especificas que

puedan dirigirse a las caracteristicas particulares de cada tipo tumoral.
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2. El reposicionamiento de farmacos

El reposicionamiento de farmacos consiste en el uso de un farmaco existente para un
propésito diferente al de su indicacion médica original (Pushpakom et al., 2019). Debido a
gue estos medicamentos ya han sido evaluados en términos de seguridad y eficacia para sus
aplicaciones originales, el reposicionamiento ofrece una via prometedora para reducir los
tiempos de desarrollo y los costos asociados al proceso de aprobacién de nuevos
tratamientos (Sleire et al., 2017).

Como se mencioné anteriormente, los tratamientos oncoldgicos presentan limitaciones
significativas, como efectos secundarios toxicos para los pacientes y, en algunos casos, baja
eficacia debido al desarrollo de resistencia por parte de las células tumorales (Xia et al., 2024).
Ademas, solo cerca del 7% de las drogas antitumorales que inician la primera fase de ensayos
clinicos logran ser aprobadas para su uso clinico. Ante este escenario, el reposicionamiento
de farmacos ha cobrado relevancia en los ultimos afios para tratamientos oncoldgicos
(Schipper et al., 2022). Ejemplos exitosos de medicamentos reposicionados como terapias
antitumorales incluyen a la aspirina (analgésico reposicionado para su uso en el cancer
colorrectal) y el raloxifeno (originalmente indicado para el tratamiento de osteoporosis y
reposicionado para el tratamiento del cancer de mama) (Pushpakom et al., 2019).

El proceso de reposicionamiento consiste en tres etapas principales: (1) la identificacién de
una molécula candidata utilizada para un fin diferente al que se quiere explorar, (2) la
evaluacién de su eficacia en modelos in vitro e in vivo, y (3) el avance a la segunda fase de
ensayos clinicos siempre que se cuente con suficiente informacién (a las concentraciones
requeridas) sobre la seguridad de este medicamento en la primera fase de los ensayos que
se realizaron para su fin médico original. Para la identificacion de compuestos candidatos
pueden utilizarse herramientas computacionales como docking molecular o estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS, del inglés Genome Wide Association Study),
andlisis clinicos retrospectivos y métodos experimentales como ensayos proteémicos para
identificar nuevos blancos de la droga, entre otros (Pushpakom et al., 2019).

El eje central de esta tesis se basa en evaluar el efecto antitumoral de dos drogas (acido
valproico y fluoxetina) utilizadas en psiquiatria y neurologia. Para ello, el trabajo esté dividido
en dos partes, una primera parte donde se evalla el efecto antitumoral del &cido valproico
(VPA) y su relacion con la diferenciacion de células de neuroblastoma, y una segunda parte
donde se evalla el efecto antitumoral de la fluoxetina (FLX) y su relacién con la inhibicion del
flujo autofagico en células tumorales derivadas de adenocarcinoma pancreatico de origen

ductal.
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En los siguientes bloques de la introduccion se describen las caracteristicas principales de
los tipos de cancer utilizados y los mecanismos de acciéon del VPA 'y de la FLX. Por ultimo, se
describen los modelos in vitro e in ovo utilizados para la biologia del cancer.

2.1 El neuroblastoma

El neuroblastoma (NB) es uno de los tumores sélidos infantiles més comunes, representando
aproximadamente el 8% de los tumores malignos pediatricos (Nakagawara et al., 2018). Este
tipo de cancer se diagnostica mayoritariamente en nifios menores de 10 afios, con una tasa
de supervivencia que disminuye con la edad. La tasa de supervivencia es del 88% en menores
de 18 meses, cae al 49% para niflos de entre 18 meses y 12 afios, y llega al 10% en
adolescentes mayores de 12 afos (Zeineldin et al., 2022). Ademas, el NB es altamente
metastéasico, con alrededor de 50% de los casos diagnosticados en etapas metastasicas que
suelen involucrar médula 6sea, huesos, ganglios linfaticos, piel e higado (Nakagawara et al.,
2018). Las recaidas o la progresion en sitios metastasicos constituye la principal causa de
muerte en pacientes con NB (Liu et al., 2023).

En cuanto a su origen, las células de NB derivan de progenitores de la cresta neural que
presentan, en algunos casos, alteraciones en el proceso de diferenciacién celular
(Nakagawara et al., 2018). La cresta neural es una estructura embrionaria transitoria que
aparece en las primeras etapas del desarrollo y desaparece a medida que sus células migran
hacia diversas regiones, donde se diferencian para formar distintos tejidos, como el esqueleto
craneofacial, el sistema nervioso simpatico y periférico, las células cromafines y los
melanocitos (Le Douarin and Dupin, 2018; Siaw et al., 2020; Tomolonis et al., 2018). Este
desplazamiento y diferenciacion son posibles gracias al proceso de transicién epitelio-
mesenquimal (EMT, del inglés Epithelial-to-Mesenchymal Transition), mediante el cual las
células de la cresta neural pierden la adherencia a las células neuroepiteliales vecinas y
adquieren propiedades mesenquimales, lo que les permite migrar y establecerse en distintos
sitios para diferenciarse posteriormente en diferentes tipos celulares (Duband et al., 1995;
Hay, 2005; Tomolonis et al., 2018).

En el caso especifico del NB, las células tumorales derivan de los precursores del linaje
simpatoadrenal que migran desde el tubo neural y se agrupan alrededor de la aorta dorsal.
En esta region, estos precursores se diferencian en neuronas y células gliales que forman
parte de los ganglios simpéticos, asi como en células cromafines, que son parte de la médula
adrenal (figura 6) (Matthay et al., 2016; Siaw et al., 2020; Tomolonis et al., 2018).
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Figura 6. Esquema representativo del proceso de desarrollo que da origen a los
progenitores simpatoadrenales a partir de células de la cresta neural. Estos progenitores
dan origen a células del sistema nervioso periférico incluyendo aquellas que forman los
ganglios simpaticos y la glandula adrenal, que son los principales sitios donde surge el NB
(Matthay et al., 2016).

Las terapias actuales para el tratamiento del NB incluyen cirugia, radioterapia, quimioterapia
e inmunoterapia mediante el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno
GD2, que se encuentra altamente expresado en las células de NB (Peng et al., 2015). Sin
embargo, aun con el empleo de estas terapias, aproximadamente el 50% de los pacientes
con NB de alto riesgo fallecen en los primeros cinco afos tras el diagndstico (Masetti et al.,
2012; Qiu and Matthay, 2022). Esto pone en evidencia la necesidad de explorar nuevas
estrategias terapéuticas que puedan ser evaluadas en fases clinicas en el mediano plazo.

Se ha demostrado que un menor grado de diferenciacion celular en los tumores de NB se
asocia con un pronéstico clinico desfavorable (Peng et al.,, 2015). Por este motivo,
comprender los mecanismos que regulan la diferenciacion celular del linaje del que derivan
las células de NB durante el desarrollo embrionario es crucial para el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas dirigidas. Estas estrategias, orientadas a emular procesos de
diferenciacion en las células de NB, podrian mejorar significativamente la respuesta a las

terapias en pacientes con NB.

2.1.1 El acido trans-retinoico

En las dltimas décadas, ademas del aumento en la dosis de quimioterapéuticos (terapia
mieloablativa) y trasplantes autélogos de stem cells, se han introducido agentes
diferenciadores como el Acido Retinoico (RA). Este esta presente en el organismo en varias
formas estereoisOmeras: ATRA (del inglés All-Trans Retinoic Acid), acido retinoico 13-cis

(13cisRA) y acido retinoico 9-cis (9cisRA), dentro de los cuales el ATRA es el isbmero mas
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activo transcripcionalmente (O'Byrne and Blaner, 2013). Este tipo de estrategia terapéutica
alternativa tiene como objetivo inducir un estado de diferenciacion terminal en células
cancerosas asociado con un fenotipo menos agresivo.

El tratamiento con ATRA ya es utilizado con éxito en leucemia promielocitica aguda (APL, del
inglés Acute Promyelocytic Leukemia) como agente diferenciador de promielocitos
leucémicos inmaduros a granulocitos maduros (Warrell et al., 1991). En lineas celulares de
NB se ha visto que produce la inhibicion de la proliferacion celular y de la capacidad de formar
colonias, y que promueve la diferenciacion celular (Sidell et al., 1983; Thiele et al., 1985;
Zimmerman et al., 2021). Ademas, en ensayos pre-clinicos de pacientes con NB se ha
observado la inhibicién de la proliferacion y/o la apoptosis de células tumorales producto de
la induccién de su diferenciacion (Reynolds and Lemons, 2001). Este tratamiento ha
incrementado la tasa de supervivencia a los 3 afios de los pacientes de NB de alto riesgo
(Masetti et al., 2012; Qiu and Matthay, 2022). Su accidn se debe a la unién del acido retinoico
(AR) a sus receptores, lo cual causa cambios conformacionales que promueven la unién a
secuencias especificas del ADN, regulando la transcripcién de genes blanco (Reynolds and
Lemons, 2001).

De esta manera, el tratamiento con ATRA se constituye como una estrategia terapéutica
alternativa que busca llevar a las células tumorales a un estado de diferenciacion terminal.
Este tipo de terapias se basan en el conocimiento de que el proceso de diferenciacién se
encuentra alterado en células de diferentes tipos tumorales y es posible, en algunos casos,
inducir su diferenciacion y reducir su capacidad de formar tumores (Chaudhari et al., 2017;
Pierce and Wallace, 1971). En particular, se ha visto que el ATRA altera los factores de
transcripcién que mantienen el fenotipo poco diferenciado y que son necesarios para la
tumorigenicidad de las células de NB (Durbin et al., 2018; Zimmerman et al., 2021).

A pesar de los resultados que sefialan al ATRA como un tratamiento potencialmente efectivo
para pacientes con NB, un importante obstaculo es la resistencia a los retinoides, que limita
su eficacia en la mayoria de los pacientes con NB de alto riesgo (Kasim et al., 2016; Reynolds
et al., 2003). Esta resistencia podria deberse a diversos mecanismos que aun no se
comprenden completamente, ya que la informacién sobre la regulacion de la actividad de los
retinoides en células de NB es limitada (Chlapek et al., 2018). Ante esta problemética, se ha
planteado la posibilidad de combinar el tratamiento con otras terapias para contrarrestar la
resistencia y ampliar los beneficios de los retinoides en estos pacientes. Por este motivo, en
esta tesis no se plantea como objetivo evaluar el efecto del tratamiento con ATRA sino evaluar
la combinacién de ATRA con VPA como posible estrategia combinada. La hipétesis que
sustenta la premisa de que el tratamiento combinado es mas efectivo sera desarrollada mas
adelante en esta seccion e involucra el efecto de VPA en la downregulacion del factor de

transcripcion ASCL1.
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2.1.2 El 4cido valproico

El &cido valproico (VPA) (figura 7) es una droga utilizada para el tratamiento de epilepsia y
trastornos bipolares. Su mecanismo de accion principal implica potenciar la actividad
inhibitoria del neurotransmisor GABA mediante la inhibicion de su degradacion y el aumento
de su sintesis (Kostrouchova et al., 2007). Este medicamento es de bajo costo, posee un
perfil de seguridad favorable y puede administrarse por via oral, siendo bien tolerado a dosis
terapéuticas habituales (Gottlicher et al., 2001). Sin embargo, el VPA esta contraindicado en
mujeres embarazadas debido a los riesgos de que el feto desarrolle el sindrome del acido
valproico fetal, que abarca anomalias congénitas como defectos en el desarrollo del tubo
neural (Kostrouchova et al., 2007). Debido a sus efectos teratogénicos, el VPA ha cobrado
interés como un posible tratamiento, solo 0 en combinacidén con otros agentes, para distintos
tipos de cancer (Wheler et al., 2014). Se postula que el principal mecanismo por el cual el
VPA tiene un efecto anti tumoral se debe a su funciébn como inhibidor de la actividad de
histonas deacetilasas (HDACs) (Gurvich et al., 2004).

O~ OH

Figura 7. Estructura del VPA (Abualhasan et al., 2020).

2.1.2.1 Las histonas deacetilasas y sus inhibidores

Las histonas juegan un rol fundamental en la expresién génica debido a su participacién en
el ensamblaje de la cromatina y en la regulacién de la accesibilidad a los factores de
transcripcién a sus secuencias blanco en el ADN. La regulacion de la conformacion de la
cromatina por parte de las histonas esta dada por sus modificaciones post-traduccionales
llevadas a cabo por distintas enzimas. Entre estas, se destacan las histonas acetiltransferasas
(HATSs) encargadas de transferir grupos acetilo a las colas de las histonas, neutralizandolas
y volviendo a la cromatina més laxa y accesible. De manera contraria, las histonas
deacetilasas (HDACS) catalizan la remocién de los grupos acetilo llevando a la condensacion
de la cromatina y consecuente represion de la actividad transcripcional (figura 8) (Wawruszak
et al., 2021). Se ha visto que un desbalance en los niveles de acetilacion de las histonas por
parte de estas enzimas se relaciona con la tumorigénesis en distintos tipos de cancer, incluido
el NB (Phimmachanh et al., 2020).
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Figura 8. Esquema de la acetilacion y deacetilacion de histonas por HATs y HDACs
respectivamente. Mediante el estado de acetilacién de las histonas, estas enzimas controlan
los niveles de transcripcién debido a su influencia en el estado de condensacion de la
cromatina (Wawruszak et al., 2021).

Las HDACs humanas son 18 y se clasifican en 4 clases, basandose en su homologia con las
enzimas correspondientes en levaduras. La clase | esta formada por las HDACs 1, 2, 3y 8;
la clase lla por las HDACs 4, 5, 7y 9; la lIb por las HDACs 6 y 10; la clase Il est4 formada
por las sirtuinas SIRT1, 2, 3,4, 5,6y 7; y la clase IV por la HDAC 11 (Bolden et al., 2006).
En el NB se ha visto que ciertas HDACs de la clase | y Il estan implicadas en la promocion
del crecimiento tumoral, movilidad celular y resistencia a terapias. Por ejemplo, se sabe que
la amplificacion de MYCN es un marcador de mal pronéstico en NB y que su potencial
oncogénico se debe, en parte, a la participacion de HDAC2 en la represion de miR-183, un
supresor tumoral en NB. Es por evidencias como esta que comenzaron a cobrar interés
inhibidores de HDACs (HDIs) como posibles terapias para distintos tipos de cancer, como el
NB (Frumm et al., 2013; Phimmachanh et al., 2020).

Los HDIs se clasifican en 4 clases (Wawruszak et al., 2021):

1. Acidos hidroxamicos: esta clase incluye a la tricostatina A (TSA), el vorinostat (SAHA),
el belinostat (PDX-101), el panobinostat (LBH-589), y el resminostat (4SC-201).

2. Acidos grasos de cadena corta: dentro de esta categoria se encuentran el butirato de
sodio (NaB), el fenilbutirato (PBA) y el acido valproico (VPA), que es el foco de interés
en este trabajo.

3. Péptidos ciclicos: estos incluyen a la apicidina (CAS183506-66-3) y la romidepsina
(FK228).
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4. Benzamidas: esta clase cuenta con moléculas como el mocetinostat (MGCD103), el
entinostat (MS-275) y el domatinostat (4SC-202).

Distintos investigadores presentan a los HDIs como una estrategia terapéutica prometedora
debido a su capacidad para modificar la conformacion de la cromatina y proponen que esto
restauraria la actividad de genes supresores de tumores. Al inhibir la actividad de las HDACs,
estos agentes lograrian una reactivaciéon de genes que pueden inducir la diferenciacién,
reducir la proliferacion tumoral y sensibilizar a las células tumorales frente a otros tratamientos
(Bolden et al., 2006).

2.1.2.2 El VPA en NB

En NB, el VPA ha mostrado tener efectos prometedores en la reduccion de la agresividad
tumoral en algunas lineas celulares, disminuyendo la proliferacién celular y favoreciendo la
diferenciacién neuronal. En las lineas celulares de NB UKF-NB-2 y UKF-NB-3, se ha
observado que el VPA en concentraciones de 0.5 a 2 mM induce cambios morfolégicos
caracteristicos, sin afectar su viabilidad, promoviendo el crecimiento de neuritas y estructuras
neuronales (Cinatl et al., 1997). Estos efectos se han replicado en células SH-SY5Y, donde
el tratamiento con VPA no solo generé morfologias alargadas con ramificaciones, sino
también un aumento en la expresion de marcadores neuronales y oligodendrociticos (Choi et
al., 2023).

En las lineas de NB NBL-W-L y LA1 55n, se ha demostrado que el VPA puede ocasionar una
reduccién significativa de la proliferaciéon y un arresto en la fase G1 del ciclo celular. Este
efecto esta asociado con un incremento en la metilacion global del ADN, lo cual se
corresponde con una reduccién en la expresién del oncogén MYCN y un aumento en los
niveles de genes supresores de tumores (Gu et al., 2012). Ademas, la accion del VPA sobre
la sefializacion celular en NB ha sido estudiada en células SH-SY5Y, donde se ha visto que
activa la quinasa ERK, una molécula clave en las vias de sefializaciéon asociadas con la
diferenciacion y supervivencia neuronal (Yuan et al., 2001).

El efecto antitumoral del VPA también ha sido evaluado in vivo en modelos animales. En
estudios con ratones portadores de tumores formados a partir de células UNF-NB-3, se
observo una reduccion en el volumen tumoral en los animales tratados con VPA (Cinatl et al.,
1997).

El VPA también se ha evaluado como tratamiento alternativo en células de NB resistentes a
diversas quimioterapias. En este contexto, se observd que el VPA puede revertir el
incremento de adhesion de estas células a las células endoteliales vasculares, una
caracteristica comun en células de NB resistentes que favorece su capacidad invasiva
(Blaheta et al., 2007).
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Sin embargo, los efectos del VPA sobre varios de los fenotipos asociados con agresividad
tumoral (capacidad clonogénica, migracion celular y ensayos en 3D) no han sido dilucidados.
Por este motivo parte de los ensayos de esta tesis intentan abordar estas preguntas.

2.1.3 El factor de transcripcion ASCL1
Achaete-Scute Homolog 1 (ASCL1, por su sigla en inglés) es un factor de transcripcion

regulador de la diferenciacion neuronal que se expresa en las células de la cresta neural y en
los precursores del linaje simpatoadrenal, entre otros sitios. Es homélogo a los genes
achaete-scute de Drosophila en mamiferos y pertenece a la familia de factores de
transcripcién basicos helix-loop-helix (Guillemot et al., 1993; Johnson et al., 1990).

La expresion de ASCL1 durante la diferenciacion de los progenitores simpdaticos esta
finamente regulada tanto espacial como temporalmente. Este factor de transcripcién presenta
una expresion restringida a regiones especificas del sistema nervioso en desarrollo, siendo
alta en células inmaduras del sistema nervioso simpatico, pero luego baja su expresion para
generar neuronas olfatorias, entéricas y parasimpaticas, ademas de ganglios simpaticos
(Grynfeld et al., 2000; Ma et al., 1997; Soderholm et al., 1999). Esta regulacién de los niveles
de expresién de ASCL1 es de suma importancia debido a que es necesario que este factor
de transcripcion esté activo para permitir la diferenciacion celular inicial. Sin embargo, su
expresion tardia correlaciona negativamente con la diferenciacion neuronal (figura 9)
(Axelson, 2004; Grynfeld et al., 2000; Wang et al., 2019).
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Figura 9. Expresion de ASCL1 durante la diferenciacion de los progenitores simpaticos
(Wang et al., 2019).

En los pacientes con NB se ha visto que la sobreexpresion de ASCL1 se correlaciona con
una menor supervivencia y su alta expresion es mas frecuente en tumores avanzados,
ademas de ser un factor de mal prondstico (Ichimiya et al., 2001; Kasim et al., 2016; Kocak
et al., 2013; Wang et al., 2019). Ademas, se ha demostrado que la expresion de este factor
de transcripcién disminuye en células de NB en proceso de diferenciacion siendo esta

disminucion un prerrequisito para su diferenciacion (Soderholm et al., 1999).
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Se ha reportado que en casos de NB donde ASCL1 se encuentra sobreexpresado, el
tratamiento con ATRA tiene baja eficacia (Kasim et al., 2016). Un posible mecanismo de
resistencia a esta terapia podria basarse en el bloqueo de la diferenciacion celular por la
sobreexpresion de genes como este. Ademas, se ha visto que ASCL1 es capaz de inhibir la
transcripcion de genes inducidos por ATRA, posiblemente llevando a la represion de la
sefalizacién por retinoides (Kasim et al., 2016). Teniendo en cuenta esto, se propone que la
inhibicion de ASCL1 junto con el tratamiento con ATRA podria mejorar la eficacia de la
diferenciacion neuronal y disminuir la resistencia a esta terapia. Investigaciones previas en
nuestro laboratorio mostraron que, en lineas celulares de NB, el tratamiento combinado de
ATRA en el contexto knockdown (KD) de ASCL1 es mas efectivo que el tratamiento de ATRA
como terapia individual cuando se analiza la diferenciacion celular e inhibicion de la migraciéon
(Garde, 2022). Ademas, el KD de ASCL1 induce cambios morfol6gicos en las células SK-N-

SH compatibles con un proceso de diferenciacion celular (figura 10).

I SK-N-SH 5 C“aS pOSt transfeccién I WT/total 04 Cortas/total 04 Largas/total
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Figura 10. Fenotipos de las células transfectadas con shcontrol (rojo) y shASCL1
(verdes). A laizquierda, imagenes representativas de un well transfectado para cada shRNA,
expresando su reportero correspondiente, e indicando morfologias celulares observadas: WT,
corta, HF (de mayor tamafio que las WT), ramificadas y larga. A la derecha, cuantificacion de
la proporcién de células de las morfologias para los wells con el shControl (rojo) y shASCL1
(verde).

Por otro lado, las células ASCL1 KD presentaron una menor capacidad proliferativa
evidenciada tanto por el marcador de proliferacién KI67 como por ensayos clonogénicos
(figura 11) (Garde, 2022).
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Figura 11. Evaluacién de la proliferacion por inmunohistoquimica para Ki67 y ensayo
de formacién de colonias. Se muestra la cuantificacién del nimero de clones obtenidos
cada 5000 células.
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Adicionalmente, Jacob y colaboradores utilizaron el modelo de pez cebra para investigar
cascadas de sefalizacion involucradas en los mecanismos detras de los defectos en la
produccion de serotonina en el sindrome del acido valproico fetal. Los resultados obtenidos
mostraron que el VPA inhibe la diferenciacion de las neuronas serotoninérgicas mediante la
downregulacién de ascllb, ortélogo de ASCL1 en mamiferos, mediante la inhibicién de la
HDAC1 y la participacién de la via de Notch (Jacob et al., 2014).

Teniendo en cuenta las evidencias que asocian altos niveles de ASCL1 con resistencia al
ATRA en pacientes con NB, y la posible explicacion del VPA como agente diferenciador
mediante la downregulacién de ASCL1, se plante6 el objetivo de utilizar el VPA como inhibidor
farmacologico de ASCL1 con el potencial de aumentar la eficacia del ATRA.

2.2 El cancer de pancreas

El cancer de pancreas es el sexto tipo de cancer con mayor mortalidad a nivel mundial,
habiéndose reportado 510.566 nuevos casos y 467.005 muertes en el 2022 (Bray et al.,
2024), con unatasa de supervivencia a 5 afios de aproximadamente 13% (Siegel et al., 2024).
El adenocarcinoma pancreéatico ductal (PDAC, del inglés Pancreatic Ductal Adenocarcinoma)
es el subtipo de cancer de pancreas mas comun, representando entre el 80 y 90% de los
casos diagnosticados (Halbrook et al., 2023; Jiang and Sohal, 2023). Posee una tasa de
supervivencia de 9% a 5 afios (Rawla et al., 2019) y, al no poseer sintomas especificos, suele
detectarse en etapas avanzadas (Thomas et al., 2023).

El PDAC es una neoplasia infiltrante que se origina en el arbol ductal pancreatico (Luchini et
al., 2016) rodeada por un estroma denso que dificulta la penetracion de agentes terapéuticos
al tumor (Nsingwane et al., 2020). Dependiendo del estadio de la enfermedad las opciones
de tratamiento incluyen cirugia en combinacion con quimioterapia (Jiang and Sohal, 2023),

radioterapia (Jiang and Sohal, 2023; Wu et al., 2022) o terapias dirigidas como inhibidores de
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la enzima poli ADP ribosa polimerasa (PARP, del inglés Poly-ADP Ribose Polymerase)
(Golan et al., 2019; Jiang and Sohal, 2023). Sin embargo, la quimioterapia sistémica, opcion
utilizada en la mayoria de los pacientes, suele generar resistencia dando lugar a una mayor
recurrencia en los pacientes (Halbrook et al., 2023). Por otro lado, la inmunoterapia tampoco
es una opcién para este tipo de tumores dado que los inhibidores de los puntos de control del
sistema inmune no son efectivos en PDAC (Kabacaoglu et al., 2018). Por estas razones, la
blusqueda de nuevas estrategias terapéuticas que aumenten la calidad de vida de los

pacientes con PDAC es necesaria.

2.2.1 La autofagia

La autofagia es un proceso altamente conservado, por el cual las células reciclan
componentes celulares mediante la degradacion lisosomal de organelas y agregados de
proteinas, lo cual les permite mantener su homeostasis y renovacion de energia (Mizushima
and Komatsu, 2011). La autofagia también cumple un rol como fuente de energia en células
bajo condiciones de estrés. Dada la relevancia de la autofagia, el descubrimiento de los
mecanismos asociados le dieron a Yoshinori Ohsumi el Premio Nobel de medicina en el afio
2016.

En células de mamiferos se han descrito diversos tipos de autofagia que incluyen: la
microautofagia, la autofagia mediada por chaperonas (CMA, del inglés Chaperone-Mediated
Autophagy), y la macroautofagia. Todos los tipos culminan en la degradacién de materiales
citosolicos dentro del lisosoma, pero, mientras que en la microautofagia se forman
invaginaciones lisosomales para la incorporacion de esos materiales y en la CMA intervienen
chaperonas que reconocen secuencias peptidicas en las proteinas a ser degradadas, la
macroautofagia involucra la formacién de unas estructuras denominadas autofagosomas que
encierran a las proteinas y organelas para, posteriormente, fusionarse con el lisosoma
(Parzych, 2014). Dentro de todos los tipos de autofagia, la macroautofagia es la mas
estudiada y suele ser a la que se refieren los autores cuando hablan de “autofagia”, por lo
gue en este trabajo se adoptd esa nomenclatura.

La autofagia consiste de tres principales etapas (figura 12):

1. Iniciacion: se activa la proteina beclina-1 y se inicia la biogénesis del autofagosoma a
partir de lipidos del reticulo endoplasmético, mitocondria, Golgi o0 membrana
plasmatica.

2. Elongacion: se afaden lipidos al autofagosoma y se reclutan proteinas ATG para el
clivaje proteolitico y lipidacién de la proteina LC3-I. Se obtiene como producto LC3-II,
que se inserta en la membrana del autofagosoma en formacién y se constituye como

un marcador de la autofagia. Durante esta etapa también sucede la unién de p62 a
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proteinas ubiquitinadas y a LC3-Il, para llevar a cabo una autofagia selectiva de
componentes citoplasmaticos.
3. Degradacién: consiste en la fusion del autofagosoma con el lisosoma y degradacion
de los componentes encerrados.
(Glick et al., 2010; Jahanian et al., 2024; Zachari and Ganley, 2017).
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Figura 12. Etapas principales de la autofagia. Se incluyen en el esquema las principales
moléculas involucradas en la iniciacion, elongacién y degradacion junto con el blanco de
accion de dos blogueantes del flujo autofagico utilizados en esta tesis: la cloroquina (CQ) y el
cloruro de amonio (CINH,) (adaptacion de (Jahanian et al., 2024).

En cancer, la autofagia puede cumplir diferentes roles seguln el estadio y el contexto. Diversos
trabajos han reportado que la autofagia puede suprimir la iniciacion tumoral, pero, en tumores
ya formados, se ha visto que puede favorecer a la proliferacién y a las actividades metabdlicas
de las células cancerigenas, cumpliendo un rol protumoral (Debnath et al., 2023). Si bien la
inhibicién en cualquier etapa posee la misma consecuencia con respecto al bloqueo del flujo
autofagico, trabajos recientes indican que el blogueo de distintas etapas de la autofagia
pueden tener distintos efectos en el fenotipo de las células tumorales (Gillson et al., 2022;
Piffoux et al., 2021).

La etapa de iniciacion puede ser bloqueada mediante la inhibicion farmacoldgica de las
proteinas ULK1 y ULK2 (Egan et al., 2015; Tang et al., 2017), FIP200 (Bae and Guan, 2011),
VPS34 (Bago et al., 2014; Dowdle et al., 2014; Pasquier, 2015) y beclina-1 (Liang et al., 1999),
la etapa de elongacion puede ser bloqueada mediante la inhibicion farmacolégica de ATG4 y
la etapa de degradacion puede ser bloqueada por farmacos ya disponibles en la clinica como
la cloroquina que inhibe la fusion del autofagosoma con el lisosoma (Mauthe et al., 2018).
Especificamente, en PDAC la autofagia se encuentra sobreactivada y podria contribuir a la

resistencia a la quimioterapia en este tipo de cancer (Gillson et al., 2022; Piffoux et al., 2021).
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Adicionalmente, se ha observado que la inhibicion de la autofagia realizada
farmacologicamente con cloroquina o el KD de ATG5 reduce la tasa de proliferacion celular
in vitro y el crecimiento tumoral in vivo (Yang et al., 2014). En conjunto, estos resultados
indican que los inhibidores de la autofagia podrian reducir la supervivencia de los tumores
pancreaticos.

Dado que la cloroquina tiene como blanco a los lisosomas, no es un inhibidor especifico de
la autofagia y, por lo tanto, resulta muy dificil establecer cual es el aporte de la inhibicion de
la autofagia mediada por cloroquina al efecto antitumoral de la misma en PDAC. Por este
motivo la evaluacién de otros inhibidores del flujo autofagico resulta relevante como posible
alternativa terapéutica para el cancer de pancreas. A continuacién, se describe el efecto y
mecanismo de accién de la fluoxetina (FLX), un compuesto que ha demostrado tener un

efecto inhibitorio de la autofagia dependiendo del contexto.

2.2.1 La fluoxetina

La FLX (bajo el nombre comercial Prozac, figura 13) es un antidepresivo que se encuentra
dentro de los inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina (Wong et al., 2005). Se
trata de una droga eficaz, con un bajo perfil de efectos secundarios, segura en el caso de
sobredosis y facil de usar para los pacientes (Rossi et al., 2004; Wong et al., 2005).

Se han visto efectos antitumorales de esta droga en distintos tipos de cancer al ser usada
como tratamiento Unico o combinada con quimioterapia. En glioblastoma se observo que la
FLX puede llevar a la muerte celular mediante la activacion de estrés lisosomal. A su vez,
combinado con la temozolomida (tratamiento estandar para este tipo de céncer), la FLX
aumenta su efecto antitumoral pudiendo llevar a una regresiéon completa del tumor en ratones
(Bi et al., 2021). En la leucemia linfocitica se ha visto que la FLX induce apoptosis y arresto
del ciclo celular en G2, y, ademas, sus efectos se ven acentuados en combinaciéon con
antagonistas del receptor sigma-1 (una proteina sobreexpresada en este tipo de cancer)
(Chomchoei et al., 2022). En cancer de ovario se reportaron los efectos de la FLX sobre la
muerte celular mediada por cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial y la
formacion de especies reactivas de oxigeno (Lee et al., 2010). Adicionalmente, otros tipos de
cancer donde se ha visto un efecto antitumoral de la FLX son el cancer de mama, colon,
neuroblastoma, entre otros (Stepulak et al., 2008).

En cancer de pulmén también se han reportado los efectos antiproliferativos de la FLX
mediante un mecanismo que induce el arresto del ciclo celular y la autofagia, impidiendo de
esa manera el crecimiento tumoral (Shao et al., 2022).

En céncer géstrico y cancer de pulmon, la FLX induce muerte celular asociada a la formacion
del autofagosoma y acumulacion de LC3-Il. Sin embargo, la FLX bloquea la etapa de

degradacién autofagica (Po et al., 2020; Shao et al., 2022). Este resultado, en conjunto con
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otros resultados del rol de FLX en autofagia indican que cumple un rol complejo en la

modulacion del flujo autofagico aun cuando su rol anticancerigeno esta demostrado.
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Figura 13. Estructura de la Fluoxetina. (Wenthur et al., 2014)

3. Modelos para el estudio del cancer

3.1 Modelos in vitro

Mediante los cultivos celulares in vitro es posible analizar procesos como la viabilidad,
proliferacién y migracion de células tumorales y hacer comparaciones entre tratamientos. En
esta tesis la mayoria de los ensayos realizados fueron in vitro utilizando la linea celular de NB
SK-N-SH. Esta proviene de una biopsia de médula ésea de una paciente de cuatro afios con
NB con metéastasis en médula 6sea que fue tratada con cirugia, quimioterapia y radioterapia
(Biedler et al., 1973). Esta linea celular crece en cultivos adherentes, tiene capacidad de
duplicarse cada 44 horas y de ella derivan varias lineas celulares incluidas las SH-SY5Y que
también fue utilizada en esta tesis para algunos de los ensayos in vitro (Boeva et al., 2017).
La linea de PDAC utilizada fue la PANC-1, proveniente del ducto pancreatico de un paciente
de 56 afios con carcinoma epitelioide (Lieber et al., 1975).

3.2 Modelos in vivo (in ovo)

Debido a las limitaciones que presentan los andlisis de células cancerosas en cultivo al no
recapitular el entorno fisiolégico complejo en el que se encuentran las células tumorales
dentro de un tejido, es importante complementar los analisis in vitro con modelos in vivo
(DeBord et al., 2018; Gillies et al., 2008).

Uno de los modelos alternativos para el estudio de la biologia del cancer es el embrién de
pollo, el cual presenta varias ventajas frente a otros modelos animales. A diferencia de lo que
sucede con implantes tumorales en el raton, el periodo necesario para formar tumores en el
embrién de pollo es mucho més corto (Ribatti, 2014). Por otro lado, los huevos de gallina
fertilizados son mucho menos costosos que los ratones inmunocomprometidos y no requieren

de supervision ética para su uso. Ademas, el embrién de pollo es autosuficiente y su
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desarrollo normal no requiere del agregado de costosos medios de cultivo o requerimientos
especiales. El facil acceso al tumor permite aplicar farmacos de forma sencilla

El modelo del embrién de pollo es un modelo originalmente utilizado en el campo de la
biologia del desarrollo desde el siglo IV A.C. cuando Aristételes hizo uso del mismo para
explorar el proceso del desarrollo embrionario (Zagris, 2022). Gracias a la versatilidad de este
modelo fue posible el descubrimiento de varios aspectos del desarrollo, como la primera
descripcion de las tres capas germinales por Pander (Tseng et al., 2017) y de la cresta neural
por His (Bronner and LeDouarin, 2012). A lo largo de los afios, el embrion de pollo fue
incorporado en distintos campos de la biologia, incluido el cancer. Esto tiene sus origenes en
los primeros implantes exitosos de tejidos de otras especies en el embrion de pollo llevados
a cabo por Murphy y colaboradores en las primeras décadas del siglo XX (Murphy, 1912;
Rous, 1911) y posterior implante de tejidos humanos logrado, por primera vez, por Dagg
(Dagg et al., 1954). Estos experimentos demostraron que el embrién de pollo resultaba un
modelo animal apto para realizar implantes de tumores, y permitieron que investigadores
como Knighton pudieran analizar aspectos claves del desarrollo tumoral en este modelo,
como lo es la angiogénesis y la cuantificacion de parametros de crecimiento tumoral (Knighton
et al.,, 1977). La posibilidad de realizar implantes exitosos en el embrién de pollo tanto de
tumores como de otros tejidos de diferentes especies es posible, en gran parte, por la
presencia de un sistema inmune que permanece inmaduro hasta el dia 18 del desarrollo
embrionario (ED18) (Jankovic et al., 1975).

El huevo amniota posee membranas extraembrionarias que dan origen al saco vitelino, el
amnios, el corion y el alantoides, que rodean al embrién y proveen un ambiente 6ptimo para
su desarrollo (Gabrielli and Accili, 2010; Givisiez et al., 2020). El tiempo total de desarrollo
embrionario es de 21 dias (Hamburger and Hamilton, 1992). Entre los dias embrionarios (ED,
del inglés embryonic day) ED5 y EDG, el alantoides se fusiona con el corion formando la
membrana corioalantoidea (CAM) (Deryugina and Quigley, 2008; Melkonian et al., 2002). La
funcién de la CAM es analoga a la de la placenta de los mamiferos ya que provee nutrientes
y permite el intercambio de gases con el exterior (Ribatti, 2016; Tamanoi, 2019). Su rapido y
alto nivel de vascularizacion, ademas de su facil acceso, posicionan a la CAM como una
herramienta Util para analisis de angiogénesis e implantes de biopsias y células tumorales
(Deryugina and Quigley, 2008; Li et al., 2015; Ribatti, 2014; Slodownik et al., 2009). En el
modelo del embrion de pollo, ademas de observar la formacién de tumores, se puede analizar
el proceso de invasion tumoral. Este proceso constituye un paso crucial en la progresion del
cancer y puede culminar en la formacién de tumores secundarios (Subauste et al., 2009). Una
de las estrategias para estudiar la invasién tumoral en la CAM es a través de cortes

histologicos de los implantes tumorales tefiidos con hematoxilina y eosina, esta metodologia

33



Introduccidén

permite observar las células tumorales invasivas que atraviesan el epitelio y la membrana
basal de la CAM (Slekiene et al., 2018).

Es por estos motivos que el embrién de pollo es utilizado actualmente como modelo
alternativo de estudio de la biologia del cancer mediante el implante de células tumorales en
la CAM (figura 14).
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Figura 14. Esquema representativo del uso de la CAM del embrién de pollo para estudiar
la progresion tumoral. Las células tumorales pueden invadir el epitelio y la membrana basal
de la CAM, atravesar el tejido conectivo y llegar hasta la vasculatura, lo que les permite
circular hacia otras regiones (Liu et al., 2013).

En base a lo desarrollado en este apartado introductorio, en esta tesis se exploraron los
efectos antitumorales de drogas comunmente utilizadas en psiquiatria y neurologia, con el
objetivo de evaluar su potencial reposicionamiento como terapias para el tratamiento del NB
en el caso del VPA y PDAC en el caso de la FLX. Para ello, se analizaron in vitro las
concentraciones Optimas de tratamiento, su impacto en la viabilidad celular, en la morfologia
celular y en las capacidades proliferativas y migratorias, asi como los posibles mecanismos
moleculares implicados en sus efectos. Ademas, se investigo el efecto del VPA utilizando un

modelo in ovo, permitiendo evaluar su accién en un contexto biolégico mas complejo.
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Objetivos e hipotesis

Las hipétesis de este trabajo son dos:

1) Que el tratamiento con &cido valproico (VPA) en lineas celulares de neuroblastoma (NB)
induce la diferenciacién neuronal, disminuye la tasa de proliferacién celular, la migracién, el
crecimiento tumoral y la capacidad invasiva; y que aumenta la eficacia del tratamiento con
acido retinoico. Una afirmacién que se desprende de esta hipétesis es que la diferenciacion
de células de neuroblastoma involucra cambios en la expresion de factores que resultan en
la disminucion de la agresividad celular.

2) Que el tratamiento con fluoxetina (FLX) en una linea celular de adenocarcinoma ductal
pancreatico (PDAC) disminuye la agresividad tumoral, siendo la inhibicién de la autofagia un
posible mecanismo que explique este efecto.

El objetivo general es analizar los efectos de los tratamientos con VPA y con FLX en las
caracteristicas tumorales del NB y del PDAC, respectivamente.

Del objetivo general y las hipétesis planteadas se desprenden dos objetivos especificos:

1) Evaluar el efecto del VPA en células de NB. Estudios de otros laboratorios demuestran el
efecto del VPA en distintos modelos y tipos celulares y como agente diferenciador de células
de NB. Sin embargo, mas alla de efectos en proliferacion y viabilidad no se han estudiado las
consecuencias de este tratamiento sobre caracteristicas celulares asociadas al fenotipo
tumoral, tales como migracién e invasion celular. Por ello, este objetivo se basa en el analisis
in vitro de proliferacion, viabilidad y migracion en condiciones de tratamiento con VPA en las
lineas celulares de NB SK-N-SH y SH-SY5Y, y su efecto en combinaciéon con el acido
retinoico. Parte de este objetivo es también evaluar in ovo el efecto del tratamiento con VPA
en tumores de NB implantados en la membrana corioalantoidea del embrién de pollo (CAM).
La pregunta central de esta parte es si el comportamiento celular observado in vitro es similar
al del modelo in ovo, donde las células se organizan en tres dimensiones y se encuentran
presentes en un sistema in vivo. Para ello, se utilizaron células tratadas por 7 dias con VPA
0 su vehiculo como control. A partir de dichas células se generaron esferoides que fueron
implantados en la CAM.

2) Evaluar el efecto de la FLX en PDAC. Estudios de otros laboratorios demuestran el efecto
de la FLX en distintos tipos celulares, enfocandose en su rol inhibidor de la autofagia en
algunos de ellos. Este objetivo se basa en el andlisis de viabilidad y proliferacion en
condiciones de tratamiento con FLX en la linea celular de PDAC PANC-1 e investigar el efecto

gue tiene la droga sobre la autofagia.
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Aspectos éticos

La Oficina de Proteccién contra Riesgos de Investigacion (OPRR) de los Institutos Nacionales
de la Salud (NIH) es responsable de desarrollar, implementar y supervisar el cumplimiento de
la Politica del Servicio de Salud Publica (PHS) sobre el cuidado y el uso de animales de
laboratorio en Estados Unidos. La Politica de PHS, junto con el Reglamento de Bienestar
Animal del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), son documentos de
referencia internacional que establecen los requisitos para el cuidado y el uso de animales de
experimentacion que deben cumplir las instituciones que los utilizan en investigacion, y/o
educacién. Bajo este marco, la politica de PHS es aplicable a las actividades propuestas que
involucran animales vertebrados vivos. En el caso del modelo aviar, la PHS interpreta que el
término "animal vertebrado vivo" se aplica s6lo después de la eclosién. Por este motivo, los
protocolos experimentales de este proyecto, que involucran embriones de pollo que se
sacrifican a lo sumo en el estadio embrionario ED18, no requieren la revision del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la FCEN (CICUAL). No
obstante, existen evidencias que indican que los embriones aviares a partir de ED14 pueden
experimentar dolor y por este motivo el procedimiento adoptado en los protocolos
experimentales consiste en realizar, a los embriones de pollo entre ED14-ED18, eutanasia
mediante decapitacion. (IACUC, 2012; Committee for the Update of the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals, 2011; Institutional Animal Care and Use Committee, 2005;
(Leary et al., 2013).

Cultivo celular

Las lineas celulares SK-N-SH, SH-SY5Y y PANC-1 fueron cultivadas a 37°C en atmdsfera de
aire con 5% de COg, en placas de 100 mm. Las PANC-1 se mantuvieron en medio de cultivo
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, GIBCO), las SH-SY5Y en medio DMEM/F12
(GIBCO) y para las SK-N-SH dependiendo del experimento se us6 DMEM o DMEM/F12
garantizando que para un mismo experimento se utilizé el mismo medio de cultivo. En todos
los casos, los medios de cultivo se suplementaron con 10% de suero fetal bovino (Natocor,
SFB) 3.7g/L de bicarbonato de sodio y antibi6tico-antimicético (Gibco,1000 unidades/ml de
penicilina, 1000 pg/ml de estreptomicina y 2.5 pg/ml de anfotericina B) (medio completo).
Para el repique de las células primero se quito el medio de cultivo de la placa, luego se lavé
2 veces con buffer fosfato salino (PBS 1X: 137 mM NacCl, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10 mM y
KH>PO4 2 mM) y se agregd solucion de tripsina 0,05% EDTA (GIBCO). Las células se dejaron
a 37°C, en atmésfera de aire con 5% de CO, hasta que las células se despegaron de la

placa. Luego se resuspendieron en medio fresco y dependiendo del nimero total de células
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se realizaron diluciones adecuadas para el mantenimiento de la linea celular y el plaqueo de
los experimentos.
Adicionalmente, segun la linea celular, se hicieron distintos tratamientos:

e Para las SK-N-SH y las SH-SY5Y se agregé al medio de cultivo VPA 2 mM (Merck,
0.28 mg de VPA sdlido por ml de medio) utilizando como control medio sin agregado
de droga. Adicionalmente, las SH-SY5Y se trataron con ATRA 10 uM (SIGMA, 3 pl
por ml de medio, s6lo o en combinacién con VPA, utilizando como control DMSO
0.003% (Sintorgan). Para este caso, dado que el VPA se vehiculiza en el propio medio
de cultivo, se agreg6 DMSO al tratamiento con VPA para poder efectuar las
comparaciones entre las condiciones experimentales.

e Para las PANC-1 se agrego al medio de cultivo FLX (Sigma) 10 0 20 uM (0.4 0 0.8 pl
por ml de medio respectivamente) utilizando como control DMSO 0.0004 o 0.0008%.
Para inhibir el flujo autofagico, en estas células, se utilizé cloroquina (CQ) 100 uM
(Abcam, 24 pl por ml de medio) o cloruro de amonio (CINH4) 20 mM (Anedra, 102 pl
por ml de medio) en agua.

Ensayo de viabilidad celular por exclusion de Trypan Blue

Este ensayo es usado para determinar el nimero de células viables en una suspension
celular. Se basa en el principio de que las células vivas poseen membranas celulares intactas
gue excluyen ciertos compuestos, como el Trypan blue, mientras que las células muertas no.
Bajo el microscopio, las células viables presentan un citoplasma claro, mientras que las no
viables presentan una tincién azul en su citoplasma (Strober, 2015). Para realizar el ensayo,
una alicuota de las células tratadas y de las células control se diluy6 al medio con una solucién
de Trypan Blue 0,4% (azul tripAn 400 mg, NaCl 810 mg, K;HPO.s 60 mg y metil-p-
hidroxibenzoato 50 mg a pH 7,4, en PBS). Se incubd 4 minutos a temperatura ambiente y se
coloco una alicuota de esta mezcla en una cadmara de Neubauer para realizar el recuento
celular, utilizando un microscopio de campo claro, en los cuatro cuadrantes de la camara. El

porcentaje de viabilidad se calcul6 aplicando la siguiente férmula:

Numero de células blancas

9% de viabilidad x 100
% de viabilida Numero de células totales

Ensayo de viabilidad por MTT
El ensayo de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) permite cuantificar
el nimero de células viables a partir de su estado metabdlico. Por lo tanto, es utilizado para

determinar la citotoxicidad de distintos tratamientos y/o condiciones experimentales. El

39



Materiales y métodos

principio de este ensayo considera que, para la mayoria de las células viables, la actividad
mitocondrial es constante y, por lo tanto, un aumento o disminucion en el numero de células
viables es proporcional a la actividad mitocondrial. La actividad mitocondrial de las células se
refleja en la conversion de la sal de tetrazolio MTT en cristales de formazan por medio de las
enzimas mitocondriales. Por lo tanto, cualquier aumento o disminucién en el numero de
células viables puede detectarse midiendo la concentracion de formazan reflejada en la
densidad 6ptica (OD) por espectrometria a 570 nm (van Meerloo et al., 2011). A partir de una
suspension celular, se cuantificd el nUmero de células y se plaqued el mismo namero de
células (entre 1000 y 10.000 por well dependiendo la linea celular y la finalidad del
experimento) en una placa de 96 wells, a un volumen final de 150 pl con medio completo. Las
células se mantuvieron a 37°C, en atmdsfera de aire con 5% de CO.. Al dia siguiente se
lavaron los wells con PBS 1X y se agregaron 90 ul del medio de cultivo correspondiente y 10
Ml de una solucién 5 mg/ml de MTT (MedChemExpress) por well. Se incub6 a 37°C, en
atmasfera de aire con 5% de CO; el tiempo necesario para detectar la formaciéon del formazan
por su color. Luego, se removié el medio y se agregé 100 pl de DMSO para disolver el
formazan. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 570 nm y a 630 nm en un lector de placas
(DR 200Bs Diatek) que presenta el resultado como la absorbancia a 570 nm menos la
absorbancia a 630 nm. La lectura de 570 nm corresponde al formazan formado por la
actividad mitocondrial y asumimos que es proporcional a la viabilidad celular. La lectura a 630
nm corresponde a la lectura de referencia, que es proporcional a los restos celulares con la
finalidad de comprobar que no existen diferencias significativas entre muestras. Para el
andlisis de los datos se calcul6 el promedio del blanco (correspondiente a wells donde solo

se agregé DMSO) el cual se resté a cada dato experimental.

Inmunohistoquimica de cultivos celulares

La inmunofluorescencia (IF) es una técnica ampliamente utilizada en el campo de las ciencias
biol6gicas y médicas. Esta técnica se basa en el principio de interaccién antigeno-anticuerpo
y se utiliza para la identificacién de constituyentes celulares o tisulares, es decir, para la
identificacion de un antigeno mediante el uso de un anticuerpo especifico acoplado a un
fluoréforo. La union del anticuerpo al antigeno puede detectarse directamente mediante el
uso de un anticuerpo primario marcado o indirectamente mediante el uso de un anticuerpo
secundario marcado fluorescente. Este segundo método es mas sensible en comparacion
con el primero. Aqui, un anticuerpo primario no marcado se detecta mediante un anticuerpo
secundario marcado contra la inmunoglobulina de la especie animal en la que se genero el
anticuerpo primario. Tales interacciones brindan informacion sobre el proceso celular que

ocurre dentro de la célula (Birla et al., 2020). En una placa de 24 wells se colocaron
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cubreobjetos redondos de 10 mm de diametro previamente esterilizados con etanol 70% y luz
UV por 30 minutos. Sobre los mismos, se sembraron entre 7000 y 10000 células
(dependiendo del experimento) y se mantuvieron a 37°C con 5% CO. por 24 hs. Al dia
siguiente, se realizaron los tratamientos correspondientes para cada tipo celular. Al momento
de iniciar la tincién se retir6 el medio de cultivo y se lavé con PBS 1X a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Luego, se fijaron las células con metanol 100% (Sintorgan) por 10 minutos
a -20°C y se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS 1X. Posteriormente, las células se
permeabilizaron con PBS 0,1% Tritén X-100 por 10 minutos y se lavaron tres veces con PBS
1X por 5 minutos. Posteriormente, los cubreobjetos se incubaron 1 hora y 30 minutos con 25
pl de solucién de bloqueo (Roche) invertidos sobre la solucién en parafilm. Finalizado el
blogueo, se agregé el anticuerpo primario (en la dilucién adecuada) preparado con la misma
solucién de bloqueo previamente utilizada. En esta tesis se utilizaron los anticuerpos anti-
ASCL1 (ab74065, Abcam) y anti-vimentina (D21H3, Cell signalling) generados en conejo. La
dilucién utilizada fue 1/100 en ambos casos. En todos los casos el anticuerpo primario se
incub6 toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con PBS 0.05%
Tween-20 por 10 minutos y se agregaron 25 ul del anticuerpo secundario (dilucién 1/250),
preparado en la misma solucién de bloqueo que el anticuerpo primario, y con los cubreobjetos
invertidos sobre el parafiim. Se incub6 2 horas a temperatura ambiente. Se utilizaron
diferentes fluoréforos acoplados al anticuerpo secundario, en estos casos anti-conejo Cy3
(Jackson ImmunoResearch). Terminadas las incubaciones, los cubreobjetos se incubaron
con DAPI por 5 minutos, se lavaron tres veces con PBS-0.05% Tween-20 por 10 minutos y
se montaron las muestras con 5 ul de gelvatol (Mowiol) dejandolas a temperatura ambiente
toda la noche al resguardo de la luz. Las tinciones fueron analizadas en un microscopio de

epifluorescencia ZEISS Axio Scope Al.

Ensayo de formacién de colonias

El ensayo clonogénico o ensayo de formacion de colonias es un ensayo in vitro que permite
analizar la capacidad de una sola célula para formar una colonia (Franken et al., 2006).
Suspensiones de células se sembraron en placas de 6 wells en baja confluencia (entre 2000
y 10000 células dependiendo la linea celular) en medio liquido. Las células se incubaron en
una atmosfera de aire con 5% de CO; el tiempo suficiente hasta observar la formacién de
colonias (entre 7 y 10 dias) y luego se revelaron las colonias mediante una tincion con cristal
violeta. Para eso se retir6 el medio de cultivo de los wells, se lavo una vez con PBS 1X y se
fijo con metanol-acético glacial (3:1) incubando por 5 minutos a temperatura ambiente en
agitacion. Luego se lavé con agua, se tifid con cristal violeta 3% (en agua destilada 20%

metanol) por 40 minutos en agitacion y se lavo con agua nuevamente hasta eliminar el exceso

41



Materiales y métodos

del cristal violeta. Se tomaron fotos con un celular acoplado al ocular de la lupa mediante un
soporte y se conté el numero de colonias. Para medir la absorbancia del cristal violeta
(Guzman et al., 2014), se dejaron las placas aproximadamente una hora en agitacion con
SDS 10% hasta resuspender todo el colorante. Finalmente se midi6 la absorbancia a 570 nm
en un lector de placas (DR 200Bs Diatek). Para el andlisis de los datos a cada dato

experimental se le resté el promedio de los wells blanco (wells con agua).

Ensayo de migracion por transwell

El ensayo de migracion por transwell consta de un inserto con un fondo de membrana porosa
gue se coloca dentro de un well, generando dos compartimentos: uno superior y otro inferior
(figura 15). Las células se siembran en el compartimento superior y migran a través de la
membrana al compartimento inferior que contiene usualmente un estimulo quimiotéctico
como, por ejemplo, el SFB. Para crear un gradiente quimioatractante, se colocan las células
en el compartimento superior con medio de cultivo sin suero y se agrega medio de cultivo con
suero en el compartimento inferior (Omar Zaki et al., 2019). Para este ensayo se utilizaron
insertos transwell con un tamafio de poro de 8 um (Corning) colocados dentro de los wells de
una placa de 24 para generar los dos compartimentos mencionados. Se plaquearon 30.000
células SK-N-SH (tratadas previamente por 72 horas con VPA 2 mM y control) en el
compartimento superior con 100 ul de medio DMEM sin SFB y se agregaron 750 ul de DMEM
con 10% SFB en el compartimento inferior. Las células se incubaron a 37°C con 5% CO- por
24 hs. Al dia siguiente, se retir6 el medio de cultivo de ambos compartimentos y se us6 un
hisopo para remover suavemente las células del compartimento superior. Se realizaron dos
lavados de 5 minutos con PBS 1X y se fijaron las células colocando al inserto en un well con
PFA 4% (Carlo Erba) en PBS 1X durante 15 minutos. Finalizado ese tiempo, se colocé el
inserto en un well con PBS 0.05% Tween-20 por 15 minutos y se hicieron dos lavados de 5
minutos con PBS 1X. Finalmente, se agregaron 750 pul de solucion DAPI durante 5 minutos y
se lavo con PBS 1X. Se tomaron fotos en un microscopio invertido de epifluorescencia
(Olympus 1X71) y se cuantificé el numero de células con capacidad migratoria tanto para las
células tratadas como las células control. El andlisis se llevé a cabo utilizando el software
ImageJ (Schindelin et al., 2012).
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i Camara transwell

Compartimento superior

Rt Membrana
Compartimento inferior

Figura 15. Esquema representativo del dispositivo utilizado para el ensayo de transwell.
Se sefialan la camara transwell, los compartimentos inferior y superior y la membrana de
poros de 8 um. Los circulos representan células, siendo los que se encuentran en el

compartimento superior células que no migraron y en el inferior células que migraron.

Ensayo de confluencia

Una forma sencilla de medir diferencias en la tasa de proliferacion es analizando el porcentaje
de confluencia a lo largo del tiempo de incubacién. Para ello, se sembraron 10.000 células
SK-N-SH previamente tratadas por 72 hs en placas de 6 wells y su proliferacion fue
monitoreada en el microscopio de campo claro (Leica DMil) a los dias 3, 5, 7 y 10 luego de
ser plaqueadas. Se sacaron fotos en los dias mencionados y se midié el area ocupada por
las células utilizando el software ImageJ (Schindelin et al., 2012). El procesamiento de las
imagenes consistidé en convertir las imagenes a blanco y negro, restarles un fondo para
facilitar que el software identificara bien los limites de las células, determinar un mismo umbral
de intensidad para todas las fotos que permitiera seleccionar tnicamente a las células, y crear
una mascara binaria a partir del umbral determinado. Una vez obtenida esta méscara, se
aplicaron las operaciones despeckle para eliminar puntos aislados en la mascara que
pudieran interferir con la determinacion subsiguiente, y dilate para eliminar de la mascara los
espacios entre las células que resultaban en subestimacion de la confluencia. Finalizadas

estas correcciones, se cuantifico la fraccion del area de la imagen ocupada por células.

Formacién de esferoides

Los cultivos celulares en 2D, aunque ampliamente utilizados, no replican completamente el
entorno complejo de los tejidos tumorales. En estas condiciones, las células reciben niveles
excesivos de nutrientes, oxigeno a presion atmosférica y un pH fisiolégico que no refleja el
microambiente tumoral, lo que dificulta la retencion de su morfologia, heterogeneidad y pefrfil
molecular, limitando la informacién que se puede obtener de los mismos (DeBord et al., 2018;
Gillies et al., 2008). En contraste, las metodologias de cultivo en 3D, como los esferoides,

ofrecen una alternativa mas representativa. Este modelo simula el nacleo avascular de los
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tumores soélidos, reproduciendo gradientes de oxigeno y nutrientes caracteristicos del
microambiente tumoral, posicionandolo como una herramienta valiosa para reducir la brecha
entre los cultivos in vitro y los modelos in vivo (Arora et al., 2024).

Para la generacion de los esferoides se plaquearon suspensiones de células en medio
completo suplementado con coladgeno en una placa de 96 wells de baja adherencia.

Las cantidades de células y el porcentaje de coldgeno se aclaran en la tabla 1:

Linea Celular | Namero de células % de Volimen de Volumen final
por esferoide colageno | colageno (ul) | por esferoide (ul)
SK-N-SH 1x10° 20 36 180
SH-SY5Y 406x10° 20 36 180
PANC-1 1x10° 10 18 180

Tabla 1. Namero de células y volimenes requeridos para el armado de esferoides de
las lineas celulares SK-N-SH, SH-SY5Y y PANC-1.

Las placas se incubaron a 37°C con 5% de CO.. Dependiendo del caso, al dia siguiente del
armado de los esferoides se cambié el medio de los mismos por el medio acorde a los
distintos tratamientos, el cual se renovo cada tres dias. Para caracterizar a los esferoides se
tomaron fotos de los mismos con una camara AmScope FMAO050 adosada a una lupa y se

midi6 el area con el software ImageJ.

Western blot

Las células se lisaron utilizando cracking buffer (TrisHCI 10% 1 M, pH 6.8 (Biopack), SDS
138.7 mM (Sigma), Glicerol 20% (Anedra), EDTA 5% 0,5 M (Anedra), azul de bromofenol 0.59
mM (Merck) y B-mercaptoetanol 0.2% 14.3 M (Sigma-Aldrich)). Previé al sembrado se
sonicaron las muestras utilizando un sonicador de punta (Vibracell-SONICS) por 10s a una
amplitud del 20%. La proteina total se separ6 mediante SDS-PAGE (gel concentrador 5% y
gel separador 15%) embebido en buffer de corrida (Tris 24.9 mM (Biofroxx), Glicina 191.8 mM
(Biofroxx) y SDS 3.46 mM (Molecular Biology)) sometido a un campo eléctrico por 80 minutos
a temperatura ambiente con una corriente constante de 20 mA para el gel concentrador y 25
mA para el gel separador (sistema de electroforesis Mini PROTEAN® Tetra Cell, Bio-rad).
Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Merck),
en el caso de ASCL1, y a una de fluoruro de polivinilideno (PVDF activada con metanol,
Merck), en el de LC3, utilizando buffer de transferencia (24,9 mM Tris (Biofroxx), 191,8 mM
Glicina (Biofroxx), 20% metanol 100% (Sintorgan)) y aplicando un campo eléctrico de 100 V

durante 90 minutos a 4°C. Se verificé la correcta transferencia de proteinas totales mediante
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una tinciéon con 0,1% (p/v) de Rojo Ponceau (Sigma) en &cido acético al 5% (v/v) en agua
destilada. Las membranas se bloguearon en leche descremada al 5% (p/v) en solucién salina
tamponada con Tris y Tween-20 (TBST) (19,95 mM Tris (Biofroxx), 150 mM NaCl (Anedra),
0,1% (v/v) Tween-20 (Biopack)) durante 1 hora y se lavaron 5 veces con TBST durante 5
minutos cada vez. Después de los lavados, las membranas se incubaron durante la noche a
4°C con sus respectivos anticuerpos primarios a la dilucion adecuada en TBST: conejo anti-
ASCL1 (ab74065, Abcam, 1:1000), conejo anti-a-actina (sc-7210, Santa Cruz, 1:1000),
conejo anti-LC3B (2775s, Cell Signaling, 1:1000) y raton anti-GAPDH (Abcam, 1:10000). Las
membranas se lavaron con TBST y se incubaron con un anticuerpo secundario, dependiendo
del origen del anticuerpo primario, anti-conejo (A0545, Sigma Aldrich, 1:1000) o anti-raton
(Bio-Rad, 1:3000), ambos conjugados con peroxidasa de rabanito y diluidos en leche
descremada al 5% (p/v) en TBST durante 1 hora a temperatura ambiente. Por dltimo, las
membranas se lavaron 5 veces con TBST durante 5 minutos con agitacién suave. Las sefiales
especificas se visualizaron siguiendo las instrucciones del kit Bio-Rad Clarity™ (Clarity™
Western ECL Substrate, Bio-Rad). Se aplicd un protocolo de harsh-stripping (Abcam) para
evaluar la expresién de a-actina y GAPDH como control de carga. Las imagenes se
adquirieron utilizando el detector de quimioluminiscencia Amersham™ Imager 600-FUJI (GE
Healthcare Bio-Sciences) y se cuantificaron mediante el software ImageJ (Schindelin et al.,
2012).

Ensayos in ovo

Manipulacién de los huevos

Se utilizaron huevos provistos por la Camara Argentina de Productores Avicolas (cabafia
Camila) y la Granja 3 Arroyos. Estos se incubaron a 37°C con 60% de humedad en posicién
horizontal considerandose ese dia como el dia de inicio(EDO). Entre los dias ED2 y ED3, se
realiz6 una extraccion de 3 ml de clara con una jeringa estéril para formar un falso saco de
aire y permitir que la CAM se desprenda adecuadamente de la membrana interna de la
cascara. Entre los dias ED5 y EDS8, se abri6é una ventana de 1cm? aproximadamente sobre la
cascara del huevo y se agreg6 PBS 1X con antibiético (Gibco, 1000 unidades/ml de penicilina,
1000 pg/ml de estreptomicina y 2.5 pg/ml de anfotericina B) sobre la CAM para evitar su
desecacion. Las ventanas se sellaron con cinta aisladora para permitir la continuaciéon del
desarrollo embrionario. Entre el ED8 y ED9, se realiz6 el implante celular de los esferoides
de células SK-N-SH previamente tratados por 96 horas con VPA 2 mM. Para el seguimiento
del crecimiento tumoral post-implante, se tomaron fotos con lupa utilizando una camara

AmScope FMAO50 hasta el dia ED19, momento en que se sacrificaron los embriones por
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decapitacion. En la figura 16 se muestra el flujo de trabajo correspondiente para la

implantacion de los esferoides in ovo.
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Figura 16. Esquema del flujo de trabajo parala implantacién de esferoides in ovo.

Preparacion de tejidos para su analisis

Al dia ED19, los implantes fueron extirpados junto con la CAM mediante el corte de la
membrana alrededor de los limites del implante. El tejido extraido se colocé en una placa de
24 wells y se fij6 con PFA 4% (Carlo Erba) en PBS 1X durante una hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS 1X por 10 minutos y se incub6
en una solucion de sacarosa 20% en PBS 1X toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se
embebid a los tejidos en medio de montaje CRYOPLAST® (Biopack) en cubetas de aluminio,
se realizé el congelamiento mediante el empleo de hielo seco y los bloques se almacenaron
en un freezer a -80°C hasta su uso. Mediante el uso de un criostato (Leica CM1520) para
cada bloque se cortaron secciones de 30 pym de grosor las cuales se transfirieron a

portaobjetos de vidrio cargados (VWR® VistaVision™ HistoBond®).

Tincion hematoxilina-eosina

La mayoria de las células y matrices extracelulares no poseen un color propio, por lo que su
observacion directa al microscopio Gptico no permite observar en detalle sus caracteristicas
morfologicas. Para esto, se emplean diversos colorantes que se unen a determinadas
estructuras del tejido. La tincién con hematoxilina-eosina tifie el nicleo y el citoplasma con
colores contrastantes, lo cual permite diferenciar faciimente los componentes celulares
(Feldman and Wolfe, 2014).

Sobre el tejido colectado en el criostato se realizé un primer lavado de 5 minutos con agua
destilada. Luego, se incub6 durante 20 minutos en Hematoxilina de Carazzi. Una vez pasados
los 20 minutos, los tejidos se lavaron con agua corriente para diferenciar la hematoxilina. Se
procedi6 a lavar dos veces con agua destilada por 1 minuto para luego incubar los tejidos con
Eosina Amarillenta (Gelblich, MERCK) 0,2% en agua destilada durante 20 segundos. A

continuacion, se realiz6 un pasaje por etanol 70% hasta desplazar toda la Eosina, siguiendo
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con dos lavados de 3 minutos con etanol 96%, dos lavados de 3 minutos con etanol 100% y
dos lavados de 3 minutos con Xileno. Finalmente, los tejidos se montaron con DPX (SIGMA)
y las tinciones se visualizaron en un microscopio de campo claro ZEISS Axio Scope Al y
procesadas por el software ZEISS ZEN.

Analisis estadistico

Los valores se expresan como el promedio + DE. Se utilizaron las pruebas de Mann-Whitney,
Kluskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre las comparaciones dependiendo
el caso. P<0,05 fue considerado estadisticamente significativo. El software estadistico
utilizado fue el GraphPad Prism 5.01.
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1. Neuroblastomay VPA

1.1 Morfologia

1.1.1 Curva de concentracion de VPA

Se realiz6 una curva de concentracion de VPA con el objetivo de evaluar si la concentracion
previamente reportada en la bibliografia era adecuada para llevar a cabo los experimentos
planeados. La concentracion de referencia de 2 mM, corresponde a la utilizada
experimentalmente para otros tipos celulares en los que se observaron efectos antitumorales
(Bhalla, 2005; Giordano et al., 2023). Ademds, esta concentracibn es utilizada
experimentalmente en lineas celulares de NB (Shah et al., 2013), donde las células son
tratadas durante 72 horas (Fang et al., 2019; Stockhausen et al., 2005).

Para realizar este ensayo, se plaquearon 5000 células SK-N-SH en una placa de 24 wells y
al dia siguiente el medio fue reemplazado por DMEM completo sin VPA o0 con
concentraciones crecientes de la droga (0.5, 1, 2, 4 y 5 mM). Luego de 72 horas, se observo
gue en la concentracion de 0.5 mM no hubo cambios significativos en la morfologia celular
respecto al control (0 mM). Sin embargo, a partir de 1 mM si se detectaron alteraciones,
especificamente un alargamiento de las células, que se hizo mas evidente a 2 mM vy, al ser
la concentracion de referencia, se decidid continuar utilizando esta concentracion en los
experimentos posteriores (figura 17). Este efecto observado sobre la morfologia de las
células SK-N-SH podria ser indicador de una alteracion en el fenotipo tumoral, lo que

posteriormente fue explorado en parte de los experimentos que se detallan a continuacion.
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Figura 17. Curva de concentracion de VPA. Imagenes representativas de células SK-N-SH
para las distintas concentraciones probadas de VPA luego de 72 horas de tratamiento.
Numero de repeticiones (n)=1.
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1.1.2 Andlisis del cambio morfolégico

Una vez determinada la concentracion éptima de VPA, para analizar el cambio observado se
clasificé a los fenotipos en 3 categorias basadas en las morfologias observadas: (1) células
sin proyecciones, (2) células con una sola proyeccion y (3) células con dos o mas
proyecciones. Estas morfologias se cuantificaron con el objetivo de determinar la proporcion
de cada una (figura 18).

A partir de los datos recolectados, se detectd que el VPA: (1) Disminuye la proporcion de
células sin proyecciones, (2) Incrementa el nimero de células con una sola proyeccién (este
fendmeno, donde las células adquieren una morfologia mas parecida a la neuronal sugiere
un mayor grado de diferenciacion celular) y (3) No afecta la proporcion de células con dos o

MAas proyecciones.
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Figura 18. Morfologia de las células SK-N-SH control y tratadas con VPA. Arriba,
imagenes representativas de las células control y tratadas con VPA (2 mM) luego de 72 horas
de tratamiento. Abajo, cuantificacion de células wild type, con una proyeccion y dos o mas
proyecciones para ambas condiciones. n=1.

En las células SH-SY5Y también se observé un cambio fenotipico en las células después de
tratarlas por 72 horas con VPA en comparacién con las células control, reflejado en un

alargamiento de las células, aunque mucho mas sutil que en las SK-N-SH (figura 19). Esto
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sugiere que el VPA tiene efectos que no se limitan a una Unica linea celular de NB, sino que
el impacto se encuentra mas generalizado en las lineas celulares de este tumor. Este
comportamiento consistente en ambas lineas celulares refuerza la hipotesis de que el VPA
promueve alteraciones morfolégicas potencialmente asociadas con procesos de
diferenciacién celular en lineas de NB.
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Figura 19. Morfologia de las células SH-SY5Y control y tratadas con VPA (2 mM).
Imagenes representativas de células SH-SY5Y sin tratamiento y tratadas con VPA 2 mM
luego de 72 horas de tratamiento. n=1.

1.2 Viabilidad

Tras la caracterizacion morfologica del impacto del VPA en la morfologia de las células

tratadas en comparacion con las células control, se analizaron distintos parametros que
pudieran caracterizar una posible capacidad antitumoral del VPA. En primer lugar, se evalu6
el efecto del tratamiento con VPA sobre la viabilidad de las células SK-N-SH. Este analisis es
de suma importancia, ya que evaluar otros parametros, como la capacidad migratoria o
proliferativa, sin antes descartar un efecto sobre la sobrevida podria conducir a conclusiones
erroneas. Para ello, la viabilidad se analizé mediante el ensayo de exclusion de Trypan blue
y el ensayo de MTT.

El ensayo de exclusion de Trypan blue permitio identificar el nUmero de células vivas
(incoloras) y muertas (azules) tanto en las muestras control como en las tratadas con VPA
durante 72 horas para poder calcular la proporcion de células viables.

Los resultados no mostraron diferencias significativas en la proporcién de células viables
entre las dos condiciones (figura 20). Esto sugiere que el tratamiento con VPA no afecta la
viabilidad de las células SK-N-SH, lo que permite centrar el analisis en otros posibles efectos

del VPA, como su impacto en la proliferacion o migracién celular.
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Figura 20. Andlisis de viabilidad por exclusion de Trypan Blue en células SK-N-SH
tratadas con VPA (2 mM) por 72 horas. Los resultados se expresan como la proporcion de
células viables + DE. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para identificar diferencias
significativas. N.S. = no significativo. n=5.

Para el andlisis de viabilidad por MTT, el ensayo se realiz6 al dia siguiente de plaquear células
pre tratadas con VPA o control por 72 horas (10.000 células por well). Este disefio tenia como
objetivo minimizar el impacto de la proliferacion, ya que no se esperaria una variacion
significativa en el niumero de células en un solo dia. Ademas, permite evaluar la viabilidad de
las células a 72 horas que corresponde al tiempo en el cual se realizan los andlisis de
migracion y el tratamiento previo a los ensayos clonogénicos.

Los resultados obtenidos (figura 21) indican que la absorbancia relativa y, por tanto, la
actividad metabdlica de las células pre tratadas con VPA no difiere de las células control, lo
gue permite descartar un efecto sobre la viabilidad celular del VPA.
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Figura 21. Anédlisis de actividad metabdlica celular por MTT con células SK-N-SH
tratadas con VPA (2 mM) por 72 horas. Los resultados se expresan como la absorbancia
relativa + DE. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para identificar diferencias significativas.
N.S.= no significativo. n=2

Una vez descartado el efecto del VPA sobre la viabilidad de estas células tanto por el ensayo

de Trypan Blue como por el MTT, se continud con la caracterizacion del fenotipo tumoral.
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1.3 Proliferacion

1.3.1 Proliferacién en dos dimensiones

1.3.1.1 Actividad metabdlica

Si bien el ensayo de MTT es una técnica ampliamente utilizada para evaluar la viabilidad
celular, también es una herramienta valiosa para medir la proliferacién celular (Ghasemi et
al., 2021). Esto es posible debido a que el ensayo se basa en la conversion de la sal de
tetrazolio MTT en cristales de formazan, reaccién catalizada por las enzimas mitocondriales
activas en células vivas, lo cual es un indicador directo de la actividad metabdlica. En este
contexto, una absorbancia baja en un ensayo de MTT podria interpretarse como una
disminucion en la viabilidad celular, sugiriendo una mayor mortalidad. Sin embargo, una
menor absorbancia también podria reflejar una reduccion en la actividad proliferativa, lo que
llevaria a un menor nimero de células al momento de la medicién.

Teniendo en cuenta esto y con el objetivo de analizar el efecto del VPA sobre la proliferacion
celular, se realiz6 una variante del ensayo de MTT mencionado anteriormente, para la cual,
se plaquearon 1500 células SK-N-SH en una placa de 96 wells. Al dia siguiente, las células
se trataron con VPA, y se realiz6 el ensayo a las 72 horas de tratamiento. De esta forma, los
resultados reflejaran tanto diferencias en la viabilidad como de la capacidad proliferativa de
las células.

Los resultados mostraron una disminucién significativa en la actividad metabdlica de las
células tratadas con VPA en comparacion con las células control (figura 22). Dado que
previamente se descarté un efecto sobre la viabilidad celular, las diferencias detectadas
pueden atribuirse a que el nimero de células en los wells tratados con VPA es menor y por

lo tanto a una disminucién en la capacidad proliferativa de las células tratadas con VPA.
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Figura 22. Andlisis de actividad metabdlica por MTT de las células SK-N-SH tratadas
con VPA (2 mM) por 72 horas después de ser plaqueadas. Los resultados se expresan
como la absorbancia relativa = DE. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para identificar
diferencias significativas (***p<0.001). n=1.
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1.3.1.2 Confluencia

Una alternativa para evaluar el impacto de un tratamiento sobre la capacidad proliferativa en
dos dimensiones consiste en medir el porcentaje de la superficie de la placa cubierta por las
células (confluencia) a lo largo del tiempo para cada condicién. De esta forma es posible
analizar la tasa de crecimiento celular para cada condicion. Para este experimento las células
SK-N-SH fueron tratadas con VPA por 72 horas y, luego, sembradas en una placa de 6 wells,
con una densidad de 10.000 células por well. Para evaluar los efectos del tratamiento con
VPA en la proliferacién celular a lo largo del tiempo, se tomaron imagenes de las células a los
3, 5, 7 y 10 dias posteriores al plagueo (figura 23), a partir de las cuales se calculé el
porcentaje de confluencia. En cada tiempo evaluado, se observé una disminucion significativa
en el porcentaje de confluencia en las células tratadas con VPA en comparacion con las
células control (figura 24). Estos resultados sugieren que el VPA disminuye la tasa de
crecimiento de estas células y, por lo tanto, respaldan la evidencia de que el tratamiento con
VPA disminuye la capacidad proliferativa de las SK-N-SH.

| 3 dias [ 5 dias [ 7 dias [| 10 dias

Control

VPA

Figura 23. Ensayo de confluencia con células pre-tratadas con VPA (2 mM) por 72 horas.
Se muestran imagenes representativas para cada condicion tomadas a los 3, 5, 7 y 10 dias
de iniciado el experimento mostrando la progresion de la cobertura de la placa. n=1.
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Figura 24. Andlisis de confluencia con células pre-tratadas con VPA (2 mM) por 72
horas. Porcentaje de confluencia + DE obtenidos por medicién del area de la placa cubierta
por células. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para identificar diferencias significativas
entre control y tratado para cada dia (***p<0.001). n=1.

1.3.1.3 Clonogenicidad

Se evalub luego la capacidad clonogénica de las células SK-N-SH y SH-SY5Y mediante un
ensayo de formacion de colonias, el cual permite evaluar la capacidad de una Unica célula de
sobrevivir y formar una colonia. Una disminucién en la formacion de colonias bajo un
tratamiento determinado podria sugerir que la droga afecta propiedades clave de las células
tumorales relacionadas con su capacidad de supervivencia en condiciones desfavorables (ya
sea una célula resistente a la muerte inducida por un tratamiento y su potencial de regenerar
el tumor o una célula que migré del sitio de origen y se encuentra en proceso de colonizar un
nuevo ambiente) y su capacidad de proliferacion..

Este ensayo se basa en el plaqueo de células en baja densidad (2000, 3000, 4000 o 4500
células para las SK-N-SH y 7000, 8000 o 10.000 células para las SH-SY5Y), de modo que
las mismas queden aisladas y, asi, asegurar que cada célula desarrolle una Unica colonia.
Aproximadamente una semana después del plagueo, las colonias fueron visualizadas
mediante tincién con cristal violeta. Los resultados se cuantificaron por conteo directo de
colonias 0 mediante la medicion de la absorbancia de los cristales violeta resuspendidos
(Guzman et al., 2014).

Las células fueron tratadas con VPA por 72 horas antes del plaqueo. Bajo distintas
condiciones de numero inicial de células y duracion del tratamiento, se observo una marcada
reduccion en la capacidad clonogénica de las células tratadas con VPA, claramente visible
en las imagenes obtenidas de los wells. En uno de los experimentos realizados con las células
SK-N-SH donde el nimero de células plaqueadas fue de 3000 células, se realiz6 un conteo
manual de colonias, definiendo como tales a aquellos grupos con 50 0 mas células, segun se

ha reportado en estudios similares de distintos autores. Como resultado se obtuvo un
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promedio de 18 colonias en la condicion control, una cantidad notablemente baja para este
tipo de andlisis, mientras que no se observaron colonias en los wells tratados con VPA.

La cuantificaciébn manual se limitd a este experimento especifico debido a las dificultades que
presentd: la formacion de colonias fue practicamente nula en los wells tratados, lo cual
impedia el conteo; ademas, al plaqueo de un mayor niumero de células, las colonias
comenzaron a solaparse, dificultando la identificacion individual de cada una. En algunos
casos también resultaba dificil evaluar si las colonias contenian las 50 células necesarias
para cumplir con el criterio de cuantificacién, lo que afectd la precision de los conteos. Por
esta razén, se resuspendio el cristal violeta hasta retirar todo el colorante de las células, y se
midi6 la absorbancia de este resuspendido como medida indirecta de la cantidad de colonias
presentes en cada well (Guzman et al., 2014). Como resultado, se obtuvo que la absorbancia
medida para el tratamiento con VPA era significativamente menor que el caso control,

coincidiendo con el resultado de conteo manual (figura 25).
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Figura 25. Ensayo de formacién de colonias en células SK-N-SH pre-tratadas con VPA
(2 mM) por 72 horas antes de ser plaqueadas. A la izquierda, imagenes representativas de
los wells tefiidos con cristal violeta para el caso control y el tratado con VPA. A la derecha, la
absorbancia relativa del resuspendido de cristal violeta para cada condicién £ DE. Se utilizé
la prueba de Mann-Whitney para identificar diferencias significativas entre control y tratado
(***p<0.001). n=4.

En el caso de la linea celular SH-SY5Y, se observd también una disminucioén en el nUmero
de colonias en las células tratadas con VPA en comparacion con las células control (figura
26). Tampoco fue posible realizar un conteo manual de las colonias para estas células, debido
a que los limites de las mismas no se encontraban definidos, solapandose unas con otras.
Por esta razén, solamente se analizé la absorbancia del resuspendido de cristal violeta,
obteniendo como resultado una menor absorcion para las células tratadas con respecto a las
control. De esta manera, en esta linea celular el tratamiento con VPA también reduce la

capacidad clonogénica de las células tratadas con VPA con respecto al control.
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Figura 26. Ensayo de formacién de colonias en células SH-SY5Y tratadas con VPA (2
mM) post-plaqueo. A la izquierda, imagenes representativas de los wells tefiidos con cristal
violeta para el caso control y el tratado con VPA. A la derecha, la absorbancia relativa del
resuspendido de cristal violeta para cada condicion + DE. Se utilizé la prueba de Mann-
Whitney para identificar diferencias significativas entre control y tratado (p<0.001***) n=3.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se demostré que el VPA disminuye la capacidad

de las células de NB de formar colonias.

Tomando en conjunto los andlisis realizados en las SK-N-SH (MTT, confluencia y
clonogénico), que permiten analizar la capacidad proliferativa de estas células es factible
afirmar que el tratamiento con VPA reduce la proliferacion en dos dimensiones de las SK-N-
SH. Asimismo, si bien es necesario a futuro realizar los ensayos de MTT y confluencia, se
observa que la capacidad proliferativa de las SH-SY5Y también se ve afectada con el
tratamiento, lo que sugiere que el efecto del VPA no es Unico para las SK-N-SH.

1.3.2 Proliferacién en tres dimensiones

Los cultivos en dos dimensiones (2D), aunque ampliamente empleados en investigacion,
presentan limitaciones importantes para el estudio de procesos fundamentales en el cancer,
como la proliferacion, invasién y respuesta a terapias. En 2D, las células crecen en una
monocapa que no reproduce las interacciones complejas con otras células ni con la matriz
extracelular, lo que resulta en condiciones artificiales que difieren significativamente del
microambiente tumoral in vivo. Por ejemplo, la proliferacion celular en cultivos 2D no refleja
los gradientes fisiolégicos de oxigeno, nutrientes y factores de sefializacion, limitando la
precision de los resultados.

En contraste, los modelos tridimensionales (3D), como los esferoides tumorales, ofrecen una
representacion mas fiel del microambiente tumoral. Estos sistemas generan gradientes
internos de oxigeno y nutrientes que replican la heterogeneidad funcional y estructural de los
tumores sélidos, incluyendo zonas proliferativas, hipdxicas y necréticas. Esta arquitectura

permite evaluar con mayor precision las respuestas celulares a los tratamientos y comprender
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mejor los mecanismos que subyacen a la progresion tumoral, consolidando a los cultivos 3D
como herramientas esenciales en la investigacion oncolégica preclinica (Arora et al., 2024).
Con el objetivo de obtener una aproximacion mas representativa de un tumor real, se
generaron esferoides de células SK-N-SH y SH-SY5Y, que permitieron evaluar el
comportamiento proliferativo en un contexto de tres dimensiones.

Para este experimento, se generaron esferoides para las lineas celulares SK-N-SH y SH-
SY5Y en placas de 96 wells de baja adherencia con medio completo suplementado con 20%
de colageno. Se utilizaron tanto células pre-tratadas con VPA durante 72 horas como células
sin tratar que recibieron el tratamiento el dia posterior a la formacion de los esferoides. En
ambas variantes experimentales y, para ambas lineas celulares, la proliferacion celular fue
evaluada mediante el andlisis del area de los esferoides tras 3, 4 y 5 dias de tratamiento.
Los resultados de este experimento dieron lugar a las siguientes observaciones:

1. Las células pre-tratadas fueron capaces de generar esferoides exitosamente. Lo que indica
gue el tratamiento con VPA no interfiere con la formacién de los mismos y que los resultados
no fueron influenciados por dificultades en la generacion de los esferoides.

2. En todas las condiciones, se observaron diferencias en el color del medio de cultivo entre
los tratamientos (figuras 27, 28 y 29). En los wells correspondientes a los esferoides control,
el medio adquirié un tono amarillento mas pronunciado, lo que sugiere un mayor consumo de
nutrientes y mayor actividad metabdlica. En contraste, el medio asociado a los esferoides
tratados con VPA conservé un color rosado, lo que podria reflejar un menor consumo de
nutrientes y, por lo tanto, una reduccion en la actividad metabdlica. Dado que en el ensayo
de MTT se observaron diferencias en la actividad metabdlica asociadas a la proliferacion
(figura 22) esta diferencia podria explicarse por una menor densidad celular (0 una
disminucion en el metabolismo mitocondrial).

3. En todas las condiciones ensayadas se observd una disminucion significativa en el area de
los esferoides tratados con VPA en comparacién con los control (figuras 27, 28 y 29), por lo
gue es posible afirmar que el VPA también es capaz de reducir la capacidad proliferativa de

ambas lineas celulares en 3D.
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Figura 27. Esferoides de células SK-N-SH pretratadas con VPA (2 mM) durante 72 horas
previas al plagueo. A la izquierda, imagenes representativas de los esferoides a los 7 dias
post-plaqueo para el caso control y el tratado con VPA. A la derecha, area de los esferoides
en unidades arbitrarias para cada condicion + DE. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para
identificar diferencias significativas entre control y tratado (***p<0.001). n=1 (18 esferoides
control, 16 esferoides tratados con VPA).
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Figura 28. Esferoides de células SK-N-SH tratadas con VPA (2 mM) post-plaqueo. A la
izquierda, imagenes representativas de los esferoides a las 72 horas de tratamiento con VPA
o control. A la derecha, area relativa de los esferoides en unidades arbitrarias para cada
condicion £ DE. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para identificar diferencias significativas
entre control y tratado (***p<0.001). n=3 (entre 25 y 27 esferoides control, y entre 21 y 25
tratados).
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Figura 29. Esferoides de células SH-SY5Y tratadas con VPA (2 mM) post-plaqueo. A la
izquierda, imagenes representativas de los esferoides a los 5 dias de tratamiento con VPA o
control. A la derecha, area de los esferoides en unidades arbitrarias para cada condicion +
DE. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para identificar diferencias significativas entre
control y tratado (***p<0.001). n=1 (10 esferoides control, 10 tratados).
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Este resultado es coherente con los resultados previos realizados en 2D, donde también se
evidencié una reduccion en la proliferacion celular inducida por VPA. La evaluacién en un
modelo tridimensional es especialmente relevante ya que proporciona un contexto
experimental mas representativo de la arquitectura tumoral in vivo, lo que permite comprender
mejor el efecto del tratamiento en condiciones que replican mas fielmente la fisiologia del

tumor.

1.4 Migracion

Tras analizar los efectos del VPA en la morfologia, viabilidad y proliferacion de las células de
NB, se evalué su potencial impacto en la migracion celular. Esta desempefia un papel crucial
en el proceso de metastasis, principal causa de muerte en pacientes oncolégicos. Para ello,
el estudio de estrategias terapéuticas capaces de inhibir o reducir la migraciéon celular es de
gran importancia para el desarrollo de terapias contra el cancer. Una forma de analizar la
capacidad migratoria de las células es realizando el ensayo de migracion por transwell.
Brevemente, este ensayo permite evaluar la capacidad de un grupo de células de migrar a
través de una membrana porosa. Para esto se usa un inserto que genera dos compartimentos
divididos por esta membrana: uno superior donde se colocan la suspension de células, y uno
inferior donde se coloca medio de cultivo con un quimioatractante, en este caso SFB, que va
a estimular a las células a atravesar la membrana para dirigirse a este compartimiento. Para
las células de NB, el ensayo se realiz6 utilizando insertos con una membrana con poros de 8
pum de didmetro que permiten el paso de estas células. Se colocaron 30000 células SK-N-SH
en la parte superior de los insertos en condiciones control y tratadas con VPA durante 72
horas. Luego de 24 horas de incubacion, las células que lograron atravesar la membrana y
migrar hacia el compartimento inferior fueron fijadas con PFA 4% en PBS 1X, tefiidas con
DAPI y se cuantificé el nimero de nlcleos a partir de fotos de campos aleatorios.

Los resultados muestran una disminucién significativa en el nUmero de células tratadas con
VPA que atravesaron la membrana en comparaciéon con las células control (figura 30). Esta
reduccion sefiala que el VPA es capaz de disminuir la capacidad migratoria de las células SK-

N-SH, lo que podria sugerir una reduccion en la capacidad metastésica de estas células.
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Figura 30. Ensayo de transwell con células SK-N-SH tratadas con VPA (2 mM). A la
izquierda, imagenes representativas de la tincion con DAPI de los nucleos de las células
control y tratadas con VPA que lograron atravesar la membrana. A la derecha, la proporcién
de células migradas para cada condicion + DE. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para
identificar diferencias significativas entre control y tratado (***p<0.001). n=2.

1.5 Mecanismo de accién
Una vez evaluado el impacto del VPA sobre la viabilidad, proliferacion y migracién celular de

NB, se examiné la expresién de proteinas involucradas en los mecanismos moleculares que

puedan explicar los cambios fenotipicos observados.

1.5.1 Transicién epitelio-mesenguimal

Para determinar si el VPA tiene un efecto en la transicion epitelio mesenquimal se evalud la
localizacion y la expresion de vimentina por inmunofluorescencia. Esta es una técnica que
emplea anticuerpos para detectar proteinas especificas en células individuales. La
visualizaciéon se logra mediante marcadores fluorescentes, lo que permite detectar tanto la
localizaciébn como la expresién de estas proteinas.

La EMT es un proceso dinamico y reversible en el cual las células epiteliales adquieren un
fenotipo mesenquimal, lo que les permite invadir tejidos circundantes. Este fenbmeno es
fundamental en procesos fisiolégicos, como la embriogénesis (EMT tipo ), pero también
ocurre en condiciones patolédgicas, como la fibrosis (EMT tipo Il) y la metastasis tumoral (EMT
tipo Ill) (Usman et al., 2021).

Una proteina importante en el proceso de la EMT es la vimentina, un filamento intermedio de
tipo Il que participa en funciones clave del citoesqueleto, como el soporte estructural, la
adhesion, la migracion y la sefalizacion celular. En condiciones normales, la vimentina se
expresa predominantemente en células mesenquimales; sin embargo, durante la EMT tipo I,
asociada a la metéastasis tumoral, su expresién se encuentra notablemente aumentada. Lo
gue la convierte en un marcador distintivo de este proceso y en un objetivo importante para
el estudio de los mecanismos que facilitan la invasion y progresion del cancer (Usman et al.,
2021).
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Para evaluar si los resultados observados anteriormente del efecto del VPA sobre la
capacidad migratoria de las células estan relacionados con un cambio en la expresion de esta
proteina, se realiz6 una inmunofluorescencia contra la misma sobre células SK-N-SH en
condiciones control o tratadas durante 72 horas con VPA.

Observando la expresion de vimentina en ambas condiciones, parece observarse que las
células tratadas con VPA presentan un leve incremento de la sefial (figura 31). Sin embargo,
es importante mencionar que este experimento se realizé en una sola ocasion y el nivel de
intensidad de la marca no fue cuantificado por lo que esta observacion se basa Unicamente
en una apreciacion visual de las imagenes obtenidas. Este aumento podria sugerir un efecto
del tratamiento con VPA en los niveles de vimentina. Sin embargo, es necesario repetir este
ensayo Yy realizar los andlisis cuantitativos de intensidad para confirmar esta observacion.
Para ello, seria necesario el uso de un microscopio confocal en lugar de uno de
epifluorescencia para caracterizar con mayor detalle los filamentos de vimentina y obtener
imagenes que permitan realizar cuantificaciones de intensidad. Si aln de esta forma no se
detectaran diferencias, también es posible analizar la expresion global de vimentina mediante
Western blot, con el cual se podrian detectar cambios mas sutiles a costa de perder el detalle
a nivel celular.

Sin embargo, este cambio en los niveles de vimentina por si solo no permite inferir un aumento
en el potencial metastasico de las células tratadas. En la EMT participan otras proteinas de
suma importancia que también sera necesario evaluar, por ejemplo, la E-cadherina, que
funciona como marcador del fenotipo epitelial.

Por otra parte, la EMT es solo una de las etapas de la cascada metastésica. En adicién a este
proceso, la capacidad de migracion es un factor fundamental, y los resultados obtenidos a
partir del ensayo de migracién por transwell mostraron que el VPA disminuye la capacidad
migratoria de las células. Esto sugiere que, aunque la vimentina pueda presentar un leve
aumento, el tratamiento con VPA sigue limitando la capacidad de migracién de las células, lo
cual podria contrarrestar un efecto de la EMT sobre el potencial metastasico. Por lo tanto, los
resultados deben interpretarse con cautela y en el contexto de otros factores relevantes para

el proceso metastésico.
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Vimentina DAPI Merge

Figura 31. Inmunofluorescencia para vimentina en las células SK-N-SH control y
tratadas con VPA (2 mM) por 72 horas. Arriba, células control. Abajo, células tratadas con
VPA por 72 horas. De izquierda a derecha, expresion de vimentina, marcacion de los nicleos
con DAPI y el merge de los canales. n=1.

Control

VPA

1.5.2 Downregulacién de ASCL1

Como se menciond previamente en la introduccién, ASCL1 es un factor de transcripcion

proneural esencial para el desarrollo del linaje simpatoadrenal, del cual surge el NB. Su
expresion es embrionaria y transitoria, restringida a estadios progenitores intermedios y su
silenciamiento es necesario para permitir el desarrollo terminal de este linaje (Wang et al.,
2019). En NB se observé que ASCL1 permanece activo y que los tumores con alta expresion
de este factor se asocia con un pronéstico desfavorable y un bajo grado de diferenciacién
celular (Kocak et al., 2013).

Estudios previos realizados en el laboratorio han demostrado que el silenciamiento de ASCL1
en las células SK-N-SH tuvo como consecuencia cambios morfolégicos. Las células con
niveles reducidos de ASCL1 presentan un fenotipo mas alargado y una mayor proporcion de
células con proyecciones en comparacion con las células control. Este cambio morfolégico
sugiere una posible progresion hacia una mayor diferenciacién neuronal, acompafiada de una
disminucién en las capacidades proliferativas y migratorias de las células (Garde, 2022).
Estos hallazgos coinciden con la hip6tesis de que la reduccion de ASCL1 podria contribuir a
una menor agresividad tumoral.

Por otro lado, se ha demostrado que el tratamiento con VPA en la misma linea celular induce
la diferenciacion celular. Adicionalmente, durante el desarrollo embrionario en pez cebra, se

observo que el VPA es capaz de reducir la expresion de ascll en progenitores neurales
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(Jacob et al., 2014). Esto plantea la hipotesis de que los efectos del VPA en NB podrian
explicarse, al menos en parte, por su capacidad para disminuir la expresion de ASCL1.

Para evaluar esta posibilidad, con el objetivo de explorar si los efectos del VPA observados
son consecuencia de la downregulacion de ASCL1, se determinaron los niveles de este factor

mediante técnicas de inmunofluorescencia y Western blot.

1.5.2.1 Medicion de ASCL1 por inmunofluorescencia

Para evaluar la expresibn de ASCL1 se realizaron inmunofluorescencias usando un
anticuerpo contra el mismo sobre células control o tratadas previamente durante 72 horas con
VPA (figura 32). Tal como se observa en la figura, no se detecta un cambio en la expresion
de ASCL1 entre ambas condiciones, si bien este ensayo esta repetido dos veces solo se
tomaron fotos en una ocasion y no se realizé una cuantificacion de intensidades de las
mismas.

De manera preliminar estos resultados sugieren que el tratamiento con VPA 2 mM por 72
horas no afecta la expresion de ASCL1, o que el efecto, si existe, es de una magnitud que no
puede detectarse con el uso de este anticuerpo para esta técnica. De todos modos, es

necesario repetir el experimento.

ASCL1 DAPI Merge

--

Figura 32. Inmunofluorescencia de ASCL1 en células SK-N-SH control y tratadas con
VPA (2 mM) por 72 horas. Arriba, células control. Abajo, células tratadas con VPA por 72
horas. De izquierda a derecha, expresién de ASCL1, marcacion de los nucleos con DAPI y el
merge de los canales. n=2.

Control

VPA
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1.5.2.2 Mediciéon de ASCL1 por Western blot

Con el objetivo de evaluar con mayor sensibilidad los cambios en los niveles de ASCL1, se
realizé un Western blot a partir de lisados de células control y tratadas con VPA durante 72
horas.

La deteccion se realizé empleando un anticuerpo anti-ASCL1 y un anticuerpo a-actina como
control de carga. Posteriormente, se cuantificaron los niveles proteicos mediante la medicion
de la intensidad de las bandas y se calcul6 el cociente de intensidades entre ASCL1 y el
control de carga (figura 33). Los resultados obtenidos evidencian una disminucion

significativa en la expresion de ASCL1 en células tratadas con VPA.

1,5_ *

Control VPA

ASCL1|# & |26kDA

Actina |l | 43kDA
Control VPA

Figura 33. Niveles de ASCL1 para células control y tratadas con VPA (2 mM). A la
izquierda imagenes del Western blot revelando la proteina presente en lisados celulares de
cada grupo experimental. A la derecha, cuantificacion del Western blot representado por el
cociente entre los niveles de ASCL1 y la actina relativo al control. n=3.

ASCL1/Actina relativo al control

Los resultados del Western blot a diferencia de los de la IF, permiten confirmar la hip6tesis
de que el tratamiento con VPA disminuye la expresion de ASCL1. Esta discrepancia podria
atribuirse a la sensibilidad del anticuerpo en la IF, donde se pueden ver los cambios a nivel
celular. Es posible que la magnitud de la disminucion de ASCL1 para cada célula no sea
detectable con esta técnica, pero que al analizar por Western blot los cambios a nivel
poblacional estos puedan detectarse.

De este modo, se puede proponer que el efecto del VPA en NB esta al menos parcialmente
asociado a la expresion de ASCL1. Sin embargo, para confirmar este mecanismo de accion
sera necesario poner a prueba si con la sobreexpresion de ASCL1 en células tratadas con

VPA es posible recuperar el fenotipo control.

66



Resultados

1.6 Implante de esferoides en la CAM

Una vez completados los ensayos in vitro, se procedié a realizar una primera aproximacion a
experimentos in vivo para evaluar el comportamiento de las células SK-N-SH en condiciones
control y tratadas con VPA, en un entorno mas similar al fisiol6gico. Para esto, se utilizaron
esferoides de 100.000 células que fueron tratados con VPA o control durante 4 dias después
de su plagueo, antes de ser implantados en la CAM de embriones de pollo a ED9.

A los 10 dias post-implante (ED19), se tomaron fotos de los esferoides en la CAM con el fin
de medir sus &reas y evaluar el impacto del tratamiento con VPA. A pesar de que los
esferoides tratados con VPA eran significativamente mas pequefios antes de la implantacion.,
los resultados no mostraron diferencias significativas en sus areas tras ser implantados
(figura 34).

Esto puede deberse a varios factores. En primer lugar, es importante considerar que, tras el
implante, los esferoides no recibieron ningin tratamiento adicional hasta la finalizacion del
ensayo. Esto podria haber permitido que las células tratadas con VPA sufrieran una reversion
fenotipica y recuperaran el comportamiento de las células no tratadas, lo que a su vez podria
haber llevado a una mayor tasa de proliferacion (situacion que no se evalué in vitro). Una
posible explicacién es que, aunque las areas de los esferoides control y tratados parecen
similares en las imagenes, los esferoides control podrian ser mas grandes, ya que parte de
su estructura podria haber infiltrado la CAM, lo que dificulta apreciar correctamente su tamafio
en tres dimensiones. Esta posibilidad de mayor infiltracion de los esferoides control se alinea
con los resultados obtenidos en los experimentos de migracion previos, donde se demostrd
gue las células no tratadas mostraban una mayor tasa migratoria.

Por lo tanto, aunque los resultados no mostraron diferencias evidentes en las areas de los
esferoides implantados, los datos no fueron concluyentes. Para estudiar con mayor detalle el
grado de implante de los esferoides en la CAM, se extrajeron de los embriones para poder

estudiarlos.
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Figura 34. Implantes de esferoides con células SK-N-SH control y tratados con VPA (2
mM). A la izquierda, fotos representativas de los esferoides control y tratados con VPA
implantados en la CAM (ED19). A la derecha, area de los esferoides en unidades arbitrarias
para cada condicién + DE. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para identificar diferencias
significativas entre control y tratado. N.S. = no significativo. n=1 (6 esferoides control, 7
tratados).

Para investigar la posible infiltracion de los esferoides control en la CAM, se procedio a extraer
los implantes de los embriones junto con una porcién de la CAM circundante. Este material
fue posteriormente fijado, congelado y cortado con un criéstato y los cortes de los tejidos se
tineron con hematoxilina-eosina (figura 35). Mientras que para el grupo tratado pudo
obtenerse un corte y tincion en donde se puede ver el esferoide completo sobre la CAM, para
el grupo control parte del esferoide se perdi6 con la tincién. Sin embargo, puede apreciarse
gue para el control el esferoide se encuentra invadiendo la CAM, mientras que para el VPA
no. Estos resultados coincidirian con la hipétesis de que la razon por la cual el area de los
esferoides control con imagenes tomadas desde la superficie es menor en los esferoides

control que en los tratados es porque parte del esferoide se encuentra invadiendo la CAM.

Control

SK-N-SH

Figura 35. Tincién con hematoxilina y eosina de esferoide tratado con VPA (2 mM)
implantado en la CAM. n=1.
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Por una cuestion de tiempos compatibles con el desarrollo de la tesis no fue posible repetir
este ensayo para obtener mejores cortes y tinciones de implantes de esferoides.

En futuros estudios se realizaran andlisis adicionales, como inmunotinciones en los cortes
para detectar distintas proteinas y profundizar la comprensién de los mecanismos
involucrados. Deberian también repetirse implantes en embriones de pollo para poder obtener
cortes de esferoides control y evaluar la teoria de una mayor infiltracibn en la CAM. Sin
embargo, se logré implantar adecuadamente los esferoides formados, lo cual permitird
realizar ensayos con VPA a futuro, como distintos tipos de tinciones e inmunohistoquimica y

ver marcadores de proliferacion, apoptosis, entre otros.

1.7 Tratamiento combinado de VPA + ATRA

El tratamiento con AR en células de NB suele producir cambios morfolégicos distintivos tipicos

de las neuronas diferenciadas, incluyendo un aumento en el largo de las neuritas y generacion
de ramificaciones. Esta alteracion es el resultado de cambios transcripcionales que
promueven la expresion de un conjunto de genes promotores de la diferenciacién celular
(Duffy et al., 2017). A pesar de los beneficios clinicos de la terapia con retinoides, este
tratamiento ha resultado poco eficaz en muchos pacientes de alto riesgo debido a la
resistencia inducida por MYCN (Reynolds et al., 2003). Por ello, resulta fundamental entender
los mecanismos de resistencia al AR y desarrollar estrategias o facilitadores que aumenten
la eficacia de este tratamiento.

La sinergia entre retinoides e inhibidores de HDACSs, previamente reportada en leucemias
(Lubbert et al., 2020), también se observé en NB. Por ejemplo: la combinacion de ATRA con
los inhibidores de HDAC, TSA, butirato sodico o vorinostat también demostraron un efecto
sinérgico al inhibir el crecimiento de lineas celulares de NB (De los Santos et al., 2007).
Ademas, la inhibicién selectiva de HDACS junto con el tratamiento con ATRA provoca el
alargamiento de las neuritas tanto en células BE(2)-C como en la linea IMR-32, resistente al
tratamiento con retinoides. Este tratamiento también redujo el volumen tumoral de
Xenoinjertos en ratones, acompafada de un aumento en la expresién de un marcador de
diferenciacién, como NTRK1, y una disminucion de la expresién de MYCN (Phimmachanh et
al., 2020).

A partir de estas observaciones, surgio la hipétesis de que la combinacién de VPA con ATRA
podria ofrecer los mismos beneficios en las células de NB, con la capacidad de favorecer aln
mas tanto la diferenciacion celular como la disminucién de la agresividad tumoral en

comparacion con el tratamiento por separado con cada agente.
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1.7.1 Morfologia
Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento combinado de VPA con ATRA se

plaquearon células SH-SY5Y en placas de 6 wells y, al dia siguiente, se reemplaz6 el medio
de cultivo por medio completo suplementado con: 1. DMSO 0.003% (control), 2. ATRA 10 yM,
dosis elegida en base a la bibliografia preexistente, la cual recomienda tratar con ATRA entre
5y 10 yM (Reynolds and Lemons, 2001; Zimmerman et al., 2021), 3. VPA 2 mM o 4. la
combinacion VPA+ATRA. Posteriormente, se tomaron fotos a los 3 y 5 dias de tratamiento
(figura 36). Al tercer dia ya se puede observar que todos los tratamientos son capaces de
inducir un cambio en la morfologia celular con respecto al control. EI cambio méximo se
obtuvo al quinto dia de tratamiento, a partir del cual ya no se observaron diferencias en el
largo de las células. En base a las imagenes obtenidas, se puede proponer que el tratamiento
combinado es mas efectivo que los tratamientos por separado a los 5 dias de tratamiento, lo
gue apoya la hipétesis presentada anteriormente. Sin embargo, es necesario cuantificar el
largo de las células para estimar el efecto morfoldgico de los tratamientos. Para esto se realizé
una cuantificacién del mismo en células elegidas aleatoriamente para cada tratamiento. Los
resultados se presentan en el grafico a la derecha en la figura 31 e indican que:

1. Todos los tratamientos aumentan el largo de las células.

2. El efecto del ATRA es menor al del tratamiento combinado, pero no difiere del

tratamiento con VPA.
3. El efecto del tratamiento combinado no difiere significativamente del tratamiento con
VPA.

Las observaciones 1y 2 coinciden con lo comentado anteriormente, sin embargo, el hecho
de que el tratamiento combinado no presente diferencias con el del VPA cuestiona nuestra
hipotesis. No obstante, es necesario tener en cuenta que esta cuantificacion es preliminar y
de unas pocas células a partir de fotos de campo claro, donde la estructura de estas células
no siempre se distingue claramente. Es necesario repetir este ensayo de modo tal que
obtener un mayor nimero de células aisladas y mejor calidad de imagenes, ya sea utilizando
un mayor aumento u otro tipo de microscopia como la de contraste de fase, que permita
detectar mejor los limites de las células. Adicionalmente, se podrian observar mejor las
neuritas realizando una IF contra BllI-tubulina, practica habitual en células de NB para medir
su largo. Considerando la tendencia de los resultados, al optimizar la medicion y analizar una
mayor cantidad de células es probable que la longitud celular del tratamiento combinado sea

significativamente mayor al del VPA.
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Figura 36. Morfologia de las células SH-SY5Y control (DMSO) y tratadas con ATRA (10
HM), VPA (2 mM) o VPA+ATRA. A la izquierda, imagenes representativas de células SH-
SY5Y sin tratamiento y tratadas con ATRA 10 uM y/o VPA 2 mM luego de 3 y 5 dias de
tratamiento. A la derecha, cuantificacion de la longitud de células aleatorias para cada grupo
experimental a los 5 dias de tratamiento, expresada en unidades arbitrarias + DE. Se realiz6
una prueba de Kruskal-Wallis y comparaciones de Dunn para comparar los resultados. Los
grupos con la misma letra no difieren significativamente entre si. n=1.

1.7.2 Proliferacion en tres dimensiones

Por los mismos motivos desarrollados en el apartado 1.3.2 de esta seccién, se generaron
esferoides de células SH-SY5Y a partir de 400.000 o 600.000 células para estudiar su
comportamiento proliferativo en 3D. Los mismos fueron tratados al dia siguiente de su
formacion con DMSO 0.003% (control), ATRA 10 uyM, VPA 2 mM o la combinacion
VPA+ATRA.

Se tomaron imagenes de los esferoides tras cinco dias de tratamiento y se midi6 el area de
cada uno de ellos utilizando el software ImageJ (figura 37). Los resultados obtenidos indican

que:

1. Todos los tratamientos presentan esferoides con areas significativamente menores que
la condicion control.

2. El area de los esferoides tratados con ATRA es mayor a la de los esferoides con el
tratamiento combinado, pero no presenté diferencias respecto a los esferoides tratados
con VPA

3. Elareade los esferoides tratados con la combinacion ATRA+VPA no presento diferencias
significativas respecto a los tratados con VPA.

Estos resultados coinciden con lo observado en el largo que las neuritas, en donde el

tratamiento combinado mostré mayor efecto que el tratamiento con ATRA, pero no difirié

estadisticamente del tratamiento con VPA.

Sin embargo, este experimento requiere de ciertas consideraciones:

e En un primer experimento en el que los esferoides se generaron con 400.000 células no
se detectaron diferencias significativas en el area de los esferoides entre los tratamientos,

aunque se observaron tendencias. Era posible que la cuantificacion del area no fuera lo
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suficientemente potente para detectar las diferencias de tamafio, por lo que se aumento
el tamafio de los esferoides esperando poder ver asi las diferencias entre tratamientos,
gue finalmente se observaron entre ATRA y VPA+ATRA.

e Analizar el tamafio de los esferoides a través de su &rea también presenta limitaciones.
Si bien se aproxima a que el &rea representa su tamafio, es posible que haya diferencias
estructurales que se pierdan con este enfoque. Por lo que es necesario complementar
este analisis con la evaluacién de otros parametros, como por ejemplo el peso. Para esto
se pesaron 10 esferoides secos por tratamiento en una balanza de precision para cada
tratamiento y el control. Los resultados preliminares mostraron que los esferoides control
pesan mas que los tratados, y que los tratados con VPA+ATRA pesan menos que los
demas. Sin embargo, esta es una forma muy poco precisa de medir este parametro y

debe optimizarse para obtener resultados confiables.
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Figura 37. Esferoides de células SH-SY5Y tratados con con ATRA (10 uM), VPA (2 mM)
o VPA+ATRA post-plaqueo. A la izquierda, imagenes representativas de los esferoides a
los 5 dias de tratamiento con ATRA (10 uM), VPA (2 mM), ATRA+VPA o control (DMSO). A
la derecha, area de los esferoides en unidades arbitrarias para cada condicion + DE. Para
comparar se utiliz la prueba de Kruskal-Wallis. Los grupos con la misma letra no difieren
significativamente entre si y difieren de los que tienen otra letra. n=2 (10 esferoides control,
10 ATRA, 10 VPA y 10 VPA+ATRA).

o
n
2

Area relativa del esforoid

o
e

De este modo, considerando tanto el largo de las neuritas como el tamafio de los esferoides,
no se puede afirmar que el tratamiento combinado sea mas exitoso que el tratamiento con
VPA, a pesar de que se observe una tendencia. Por ello, es necesario repetir los
experimentos, optimizar condiciones de andlisis y evaluar otros pardmetros tumorales para

responder con mayor precision la hipotesis planteada.

En conjunto, los resultados presentados en esta seccion sugieren que el VPA, un farmaco
aprobado por la FDA para otras patologias, es una opcién prometedora para ser
reposicionado como tratamiento para el NB. Al reducir tanto la proliferacion como la migracion
de las células tumorales de NB y promover su diferenciacion, la combinacién de los
tratamientos actuales junto con VPA podria ofrecer una nueva estrategia terapéutica para

mejorar el pronostico clinico de esta enfermedad. Aunque se requieren mas estudios para
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analizar su efecto con el ATRA, los resultados preliminares sugieren que la combinacion de
VPA y ATRA es més eficaz que el tratamiento con AR de manera individual, pero no supera
la eficacia del VPA por si solo.
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2. Cancer de pancreas y FLX

2.1 Respuesta de las células PANC-1 al tratamiento con FLX

Con el objetivo de evaluar los efectos de la FLX sobre las células PANC-1, se llevé a cabo un
tratamiento con FLX 10 uM. La concentracién elegida corresponde a la utilizada por distintos
investigadores para evaluar el efecto de la FLX u otros antidepresivos en distintas lineas
celulares (Budzinski et al., 2022; Gassen et al., 2014; Zschocke et al., 2011). Para el
experimento se plaquearon 5000 células PANC-1 por well en una placa de 96 wells. Al dia
siguiente, el medio fue reemplazado con DMEM completo suplementado con FLX 10 uM o el
volumen de DMSO correspondiente (control). Se tomaron fotos de las células control y
tratadas a los 3 y 5 dias de tratamiento (figura 38).

Como resultado se observo que los wells tratados presentaban menos células adheridas a la
placa y una mayor presencia de células redondeadas que en los wells control. Este resultado
preliminar indica que la FLX podria disminuir la tasa de proliferacion y/o la viabilidad de la
linea celular PANC-1.

Control

3 dias

5 dias

Figura 38. Morfologia de las células PANC-1 control y tratadas con FLX (10 uM).
Imagenes representativas de células PANC-1 sin tratamiento y tratadas con FLX (10 uM)
luego de 3y 5 dias de tratamiento.

2.2 Proliferacion

2.2.1 Proliferacion en dos dimensiones

Para analizar si la FLX tiene efectos sobre la proliferacion celular, se evalu6 la capacidad
clonogénica de las células PANC-1 mediante un ensayo de formacion de colonias en dos

dimensiones. Las células fueron tratadas con FLX durante 5 dias antes del plaqueo y 8 dias
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luego del mismo las colonias fueron visualizadas mediante tincion con cristal violeta (figura
39).

Se observéd una reduccion en la capacidad clonogénica de las células tratadas con FLX
respecto al control, claramente visible en las imagenes obtenidas de los wells.

Los resultados obtenidos indican que la FLX disminuye la capacidad de las células de PDAC
de formar colonias, por lo que el tratamiento podria afectar la capacidad proliferativa de las

células.

Control FLX

PANC-1

Figura 39. Ensayo de formacion de colonias en células PANC-1 control y tratadas con
FLX (10 pM). Imégenes representativas de las colonias tefiidas con cristal violeta para las
células control y tratadas con FLX (10 uM) después de 8 dias. n=4.

2.3 Proliferacion en tres dimensiones

Con el objetivo de evaluar el efecto de la FLX en la proliferacién de las células PANC-1 en
tres dimensiones, desarrollado en el apartado 1.3.2 de esta seccion, se formaron esferoides
de 100.000 células y se reemplazé el medio de cultivo al dia siguiente por DMSO (control) o
FLX 10 uM. A los 7 dias de tratamiento se tomaron fotos de los esferoides y se midieron sus
areas para llevar a cabo un analisis comparativo (figura 40).

Como resultado no se observaron diferencias significativas entre los esferoides control y los
tratados, por lo que pareceria que los efectos en la proliferacion que se ven en dos
dimensiones no se replican en un modelo 3D. Este tipo de contradiccion entre resultados en
2D y 3D puede suceder. Sin embargo, entre experimentos similares empezamos a notar que
la magnitud de los efectos del tratamiento con FLX 10 uM con respecto a la viabilidad y la
proliferacion celular no eran reproducibles. Si bien la dosis de 10 uM fue elegida inicialmente
basandonos en resultados de otros laboratorios en donde se observo que el tratamiento con
FLX 10 pM durante 72 horas disminuye significativamente la tasa de proliferacion y la
viabilidad de la linea tumoral humana de glioblastoma U87 (Gobbini, 2023), consideramos

gue antes de proseguir era necesario establecer nuevamente la dosis minima que tuviera
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efectos significativos de manera reproducible. Por este motivo, se realizd6 una curva de

concentracion de FLX que se describe en la seccion siguiente.

_I Control || FLX | S s N.S.
<
Q
— fg 10
2 : | ===
< 9 5-
Q| 1 3
vy ©
< L g o ' :
— E < Control FLX

Figura 40. Esferoides de células PANC-1 control y tratadas con FLX (10 uM) post-
plaqueo. A la izquierda, imagenes representativas de los esferoides a los 7 dias de
tratamiento con FLX (10 yM) o control (DMSO). A la derecha, area de los esferoides en
unidades arbitrarias (U.A) para cada condicion + DE. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney
para identificar diferencias significativas entre control y tratado. N.S. = no significativo. n=1 (9
esferoides control, 9 tratados).

2.4 Curva de concentracion de FLX

Debido a inconsistencias con los resultados de los experimentos con FLX 10 uM, se realizé
una curva de concentraciones de FLX y un posterior ensayo de MTT. Para esto se plaguearon
3000 células PANC-1 que fueron tratadas por 72 horas con DMSO (control) o FLX 10, 15 o
20 uM. Se tomaron fotos de cada grupo experimental y luego se llevé a cabo un ensayo de
MTT para ver el efecto de las distintas concentraciones de la droga en la viabilidad y
proliferacion celular (figura 41).

Los resultados mostraron que la concentracion de FLX que presenté valores de absorbancia
a 570 nm significativamente diferentes respecto al control fue la de 20 uM. Por esta razén, a
futuro se deberan repetir los ensayos clonogénicos y de formacion de esferoides con la
concentracion de FLX 20 uM, para verificar si la incongruencia entre los resultados en 2D y
3D pueden explicarse por un tema de concentracion o si efectivamente el efecto de FLX
depende de en qué situacion se encuentran las células.
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Figura 41. Curva de concentracién de FLX. A la izquierda imagenes representativas de
células PANC-1 para las distintas concentraciones probadas de FLX (10 yM, 15 yM y 20 uM)
luego de 72 horas de tratamiento. A la derecha analisis de actividad metabdlica celular por
MTT de las mismas células. Los resultados se expresan como la proporcién de células viables
+ DE. Para comparar se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis. Los grupos con la misma letra no
difieren significativamente entre si y difieren de los que tienen otra letra. n=2.

2.5 Autofagia

Una vez establecida la nueva concentracion para los tratamientos y con el objetivo de

entender el mecanismo detras de los cambios observados de las células tratadas con FLX y
los antecedentes mencionados en la introduccién sobre el rol de esta droga en la autofagia,
se llevé a cabo un experimento utilizando inhibidores del flujo autofagico: cloroquina (CQ) y
cloruro de amonio (CINH4), con los cuales se acumula el intermediario autofagico LC3-II.

Se plaquearon 200.000 células por well en una placa de 6 wells y a las 72 horas se reemplazé
su medio por uno de seis tratamientos: 1. DMSO (control), 2. FLX 20 yM, 3. CQ 100 pM, 4.
FLX 20 uM + CQ 100 pM, 5. CINH4 20 mM, 0 6. FLX 20 uM + CINH4 20 mM. Luego de 4 horas
de tratamiento, se extrajeron y lisaron las células para luego hacer un Western blot revelando
en cada grupo experimental los niveles de LC3-Il. Se tomaron imagenes del Western blot y
se realizaron cuantificaciones de los niveles proteicos para cada tratamiento de manera tal
de calcular un cociente LC3-1I/GAPDH (control de carga) en cada caso (figura 42).

Como se esperaba, tanto en el tratamiento con CQ como con CINH, se observé un aumento
en los niveles de LC3-1I con respecto al control, debido a la acumulacion de este intermediario
en la interrupcién del flujo autofagico. Como resultado del tratamiento con FLX se vio una
disminucion en los niveles de esta proteina con respecto al control, y en las combinaciones
con los inhibidores esta diferencia es ain més pronunciada. Esto indicaria una disminucion
de la autofagia bajo el tratamiento con FLX 20 uM que se detecta con mayor sensibilidad

cuando se la combina con CQ o CINHa.
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Figura 42. Niveles de LC3-Il para células control y tratadas con FLX y/o CQ o CINH.. A
la izquierda imagenes del Western blot revelando la proteina LC3-Il presente en lisados
celulares de cada grupo experimental junto con el contenido de GAPDH como control de
carga. A la derecha, cuantificacion del Western blot representado por el cociente entre los
niveles de LC3-ll y GAPDH relativo al control. n=1.

En resumen, los resultados obtenidos sobre efecto de FLX en células PDAC indican que este
compuesto reduce la viabilidad y la capacidad clonogénica en dos dimensiones. Sin embargo,
a futuro deberan repetirse los experimentos en tres dimensiones utilizando concentraciones
mas altas para evaluar si también se observa una disminucién de la proliferacién en
experimentos en 3D. Adicionalmente, se observo que la FLX inhibe la autofagia sugiriendo
un posible mecanismo de acciéon. Sin embargo, se requerirdn experimentos adicionales que
incluyan el uso combinado de FLX con otros inhibidores especificos para demostrar si los

efectos de FLX estan mediados por la inhibicién de la autofagia.
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Discusion y conclusiones

1. Neuroblastomay VPA

Se ha demostrado que el VPA reduce la capacidad proliferativa y promueve la diferenciacion
en diversos tipos tumorales. En glioblastoma, por ejemplo, se ha observado que el VPA
sensibiliza diferentes lineas celulares a los efectos citotoxicos del etopdsido, un agente
quimioterapéutico (Das et al., 2007). Ademas, en este tipo tumoral, el VPA disminuye la
densidad de los vasos sanguineos y el crecimiento tumoral in vivo, tanto al administrarse solo
como en combinacién con CPT-11, otro agente quimioterapéutico (Osuka et al., 2012).

En cancer de tiroides, se ha demostrado que el VPA induce re-diferenciacion y apoptosis en
células poco diferenciadas, ademas de aumentar la eficacia de la doxorubicina como
tratamiento contra este tipo de cancer (Catalano et al., 2006).

En cancer urotelial, estudios con VPA han demostrado una reduccién en la proliferacién de
distintas lineas celulares y cambios morfolégicos consistentes con la diferenciacién de las
células uroteliales “paraguas” (Byler et al., 2012).

En cancer de ovario, se ha demostrado que el VPA inhibe in vitro el crecimiento celular,
mientras que en estudios in vivo ha mostrado reducir el tamafio tumoral e incrementar la
apoptosis cuando se usa en combinacién con diaminodicloro platino (DDP) (Shan et al.,
2012).

Para el caso de la leucemia, pruebas con una combinacion de VPA, 5-Aza-2'-desoxicitidina
(5-AZA) y ATRA han demostrado ser seguras y activas clinicamente en pacientes (Soriano et
al., 2007).

En cancer de mama, se ha demostrado que el VPA induce apoptosis (Arakawa et al., 2009;
Mawatari et al., 2015), regula el ciclo celular (Su et al., 2021) e induce la expresién del receptor
de estrégenos (Fortunati et al., 2010). Sin embargo, los resultados sobre su efecto en la tasa
de migracion de células de cancer de mama han sido contradictorios, con algunos estudios
gue reportan un aumento en la migracion (Ozman et al., 2021; Zhang et al., 2019) y otros una
reduccion (Li et al., 2012; Wawruszak et al., 2019). El VPA también ha sido evaluado en
combinacion con distintos tipos de quimioterapias en ensayos clinicos, demostrando
resultados alentadores en el tratamiento del cdncer de mama, como es el caso de su
combinacion con FEC100 (5-fluorouracilo, epirubicina y ciclofosfamida) o con doxorrubicina,
ciclofosfamida e hidralazina, un vasodilatador (Wawruszak et al., 2021).

A pesar de los efectos antitumorales del VPA observados en diferentes tipos de cancer, el
mecanismo exacto detrds de estos aun no se ha dilucidado por completo. Sin embargo, se
cree que sus efectos antiproliferativos estan principalmente relacionados con su actividad
como inhibidor de HDACSs, ya que los niveles de estas enzimas suelen estar desregulados en

cancer (Gurvich et al., 2004). Se sugiere que el VPA podria reactivar la transcripcion de genes
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supresores de tumores silenciados por la condensacién de la cromatina debido al
desequilibrio en la acetilacion de histonas (Pellegrino et al., 2022). Sin embargo, una funcion
tan amplia como “abridor de cromatina” podria conllevar off-targets y no necesariamente
limitarse a la activacion de supresores tumorales, lo que introduce cierta incertidumbre sobre
el alcance real del VPA como farmaco terapéutico. No obstante, al ser un farmaco aprobado
para el tratamiento de epilepsia y trastornos bipolares, se cuenta con un perfil de seguridad
establecido. En muchos casos, se propone utilizar el VPA en combinacién con otras terapias
contra el cancer para potenciar la eficacia del tratamiento y reducir los efectos secundarios,
observandose resultados prometedores en estudios in vitro y ensayos clinicos (Meschi et al.,
2023; Minegaki et al., 2018; Minster et al., 2007).

En esta tesis, se ha analizado el efecto del tratamiento con VPA en células de NB, evaluando
distintos aspectos de la biologia tumoral que influyen en la agresividad del cancer. Los
resultados indican que, el tratamiento con VPA (2 mM) en las células SK-N-SH y SH-SY5Y
aumenta la proporcién de células alargadas y con morfologia neuronal en comparacién con
el control, ademas de observarse una disminucion en el numero de células WT. Mediante
andlisis de viabilidad a través de ensayos de Trypan blue y MTT, se demostré que el VPA no
afecta la viabilidad de las células SK-N-SH a esa concentracion.

En cuanto a la capacidad proliferativa en dos dimensiones, ensayos de confluenciay MTT en
células pretratadas mostraron una disminucién en la tasa de proliferacion de las células SK-
N-SH tratadas con VPA. Adicionalmente, se evalud la capacidad clonogénica de ambas lineas
celulares bajo el tratamiento, observandose una disminucion significativa en formacion de
colonias en comparacion con el control. Para evaluar el impacto del VPA en la capacidad
migratoria de las células de NB, se realizaron ensayos de transwell con células SK-N-SH
tratadas con VPA (2 mM) durante 72 horas. Una menor cantidad de células atravesaron la
membrana respecto al control, lo que sugiere una reduccion en la capacidad migratoria. En
estudios futuros, estos ensayos de transwell podrian realizarse con una capa de matrigel
sobre la membrana para evaluar la capacidad invasiva de las células.

Con el fin de entender los mecanismos de accién involucrados en los efectos del VPA sobre
las células de NB, se realizaron inmunotinciones con anticuerpos anti-vimentina, un marcador
del fenotipo mesenquimal cominmente asociado a una mayor agresividad tumoral. En un
andlisis cualitativo preliminar, se observo un leve aumento de la sefial en las células tratadas
con VPA. Sin embargo, para confirmar este efecto se requeriria un andlisis cuantitativo
mediante cuantificacion de la intensidad de sefial en un microscopio confocal o mediante
técnicas como Western blot o RT-qPCR para medir los niveles de expresion del marcador.
El VPA también ha demostrado incrementar la sefializacion de la via de Notch en varios
sistemas (Greenblatt et al., 2007; Jacob et al., 2014; Stockhausen et al., 2005), promoviendo

cambios similares en la cascada de sefializacion mediada por Notch a los que genera la

82



Discusién y conclusiones

diferenciacién inducida por el ATRA (Grynfeld et al., 2000). Se ha observado ademas que el
aumento de la expresion del péptido Y (NPY) inducido por VPA es parcialmente suprimido
con inhibidores de gamma-secretasa, un componente clave de la via de Notch, lo que sugiere
gue al menos parte del efecto diferenciador del VPA se debe a la activacion de esta via
(Stockhausen et al., 2005). En la sefializacion mediada por Notch, uno de los blancos
transcripcionales mas relevantes es el factor de transcripcion Hes-1 (Iso et al., 2003) que a
sSu vez actla como un represor transcripcional de ASCL1 (Grynfeld et al., 2000). Basado en
estos resultados, se puede decir que la regulacion de la via de Notch es relevante en el
proceso de diferenciacién de las células de NB (Stockhausen et al., 2005). Aunque estos
resultados no establecen una conexion directa entre el tratamiento con VPA y el
silenciamiento de ASCL1, existe un trabajo realizado en pez cebra que han demostrado que
el VPA reduce la expresion de ascll en progenitores serotoninérgicos, y que esta represion
depende de la activacion de la via de Notch (Jacob et al., 2014). Estas observaciones indican
gue el VPA podria regular el fenotipo de las células de NB y facilitar su diferenciaciéon
mediante la represion de ASCL1.

Para investigar esta posibilidad, se realizé una inmunotincién en células SK-N-SH control y
tratadas con VPA durante 72 horas para evaluar los niveles de ASCL1. Aunque no se
observaron diferencias significativas entre ambas condiciones a simple vista, realizar andlisis
cuantitativos detallados, al igual que con la vimentina, podria determinar si el VPA produce
algun efecto en la expresion de ASCL1 o en otros marcadores asociados con la diferenciacion
neuronal. Dado que fue necesario, en primer lugar, poner a punto un protocolo de
inmunotinciones, Unicamente fue posible obtener imagenes preliminares durante el tiempo de
desarrollo de esta tesis. En un futuro, deberian realizarse ensayos cuantitativos adicionales
para evaluar el impacto del VPA en las células de NB, tanto en ASCL1 como otros marcadores
de diferenciacion neuronal y en proteinas como la vimentina, para profundizar en los
mecanismos moleculares involucrados en este proceso. Para el caso de ASCL1 se llevé a
cabo un Western blot para medir los niveles de este factor de transcripcién presentes en
células control y tratadas con VPA y se observé una disminucion significativa de ASCL1 en
el grupo tratado.

En esta tesis también se exploro la formacion de esferoides con células SK-N-SH y SH-SY5Y
para obtener una aproximacién a un entorno tridimensional més cercano al de un tumor. Los
resultados indicaron que los esferoides tratados con VPA presentan un area menor en
comparacion con los esferoides control, lo que sugiere una menor capacidad proliferativa en
un contexto 3D. Ademas, se realizaron implantes de esferoides control y tratados con VPA
en la CAM del embrion de pollo. Aunque no se lograron realizar comparaciones cuantitativas
de cortes histolégicos entre esferoides control y tratados, en un futuro podrian repetirse estos

experimentos y llevarse a cabo analisis adicionales ademas de tinciones con hematoxilina y
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eosina, para entender mejor los efectos del VPA en un contexto de desarrollo tumoral
tridimensional.

Por ultimo, se evaluaron los cambios en la morfologia y en la proliferacion en tres dimensiones
de las células SH-SY5Y bajo el tratamiento combinado de VPA con ATRA. El objetivo de esto
fue determinar si era posible aumentar la eficacia del ATRA como tratamiento para el NB,
debido a que este agente diferenciador no suele tener resultados en los pacientes mas graves
porque presentan resistencia al mismo. Como resultado se obtuvo que las células adquirian
una morfologia mas alargada y una menor capacidad proliferativa en tres dimensiones en el
tratamiento combinado con respecto al ATRA solo, lo que podria llevar a pensar que el VPA
efectivamente aumenta la eficacia del ATRA. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en estos aspectos entre la combinacion de drogas y el VPA solo. Podria ser,
entonces, que los efectos observados en el tratamiento combinado se deban Unicamente a
la accion del VPA y que este no lleve a un aumento de la eficacia del ATRA, aunque también
puede ser que no se hayan detectado diferencias significativas debido a la poca potencia, por
lo que deberia aumentarse el nimero de ensayos.

En resumen, bajo el tratamiento con VPA se observaron cambios en la morfologia de células
de NB indicativos de un mayor grado de diferenciacion celular y una disminucion significativa
de las capacidades migratorias y proliferativas en dos y tres dimensiones, sin afectar la
viabilidad celular. Estos resultados sugieren que el VPA, un farmaco aprobado por la FDA
para el tratamiento de epilepsia y desérdenes bipolares, tiene potencial para ser
reposicionado como tratamiento para el NB. Ademas, al optimizar un modelo de implantes de
esferoides de NB en la CAM del embrién de pollo, se presenta la posibilidad de llevar a cabo
MAas ensayos que aporten nueva evidencia de este potencial al ser un modelo in vivo. También
se plantea la posibilidad de combinar esta droga con otros tratamientos ya aprobados con el
objetivo de constituir una estrategia terapéutica para mejorar el pronéstico clinico de este tipo

de cancer.

2. Cancer de pancreas y FLX

En este trabajo se evalu6 el efecto de la FLX sobre células de PDAC, el tipo de cancer de
pancreas mas frecuente. Para esto, se realizaron ensayos de proliferacion en dos
dimensiones como el ensayo clonogénico, dando como resultado una disminucién en la
capacidad de formar colonias en las células tratadas con FLX respecto a las células control.
También, se llevé a cabo un ensayo de proliferacion en tres dimensiones mediante la
formacion de esferoides tratados con FLX, aunque en este caso no se observaron diferencias

significativas en el tamafio de los mismos.
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Debido a inconsistencias en los resultados iniciales, se realiz6 una curva de concentracion de
FLX para evaluar si los efectos observados en las PANC-1 con 10 uM de FLX se mantenian
constantes a lo largo del desarrollo de la tesis. Efectivamente, se observo por ensayos de
MTT que a partir de 20 uM se veian diferencias significativas con respecto al grupo control,
mientras que la concentracibn de 10 PM no presentaba diferencias significativas
(concentracion a la que encontramos diferencias inicialmente). Esto puede deberse a
diferencias tanto en los lotes de la droga utilizada, como al estado de las células PANC-1 en
los distintos momentos en los que se llevaron a cabo los experimentos. Teniendo en cuenta
los resultados del MTT, la concentracién de 20 uM FLX parece tener un efecto negativo sobre
la proliferaciéon y/o la viabilidad de las células. Para corroborar de cual de los dos casos se
trata, seria necesario llevar a cabo un ensayo de exclusion de Trypan blue o un MTT con
células pre-tratadas como fue el caso de los tratamientos con VPA.

Por ultimo, para explorar un posible mecanismo que explicara los efectos de la FLX sobre
este tipo celular, se midieron los niveles del intermediario autofagico LC3-1l bajo el tratamiento
con el antidepresivo y en su combinacion con inhibidores del flujo autofagico. Como resultado
se observo que la FLX parece disminuir la autofagia en células PANC-1, lo cual podria explicar
parte de su efecto antitumoral.

Aunque estos experimentos permitieron comenzar a estudiar de manera preliminar el efecto
de la FLX sobre una linea celular de PDAC, a futuro serd necesario realizar andlisis
adicionales. Entre ellos, repetir los ensayos de esferoides, pero a una mayor concentracion
de la droga y evaluar la viabilidad de las células tratadas con respecto a los controles.

En caso de confirmarse los resultados obtenidos, se estableceria que el tratamiento con FLX
disminuye el fenotipo agresivo de las células PDAC y la autofagia. Sin embargo, los datos
actuales no permiten concluir que el efecto antitumoral de FLX esté mediado por la inhibicion
de la autofagia. Para validar esta hip6tesis, se deberan realizar estudios con otros inhibidores
especificos de la autofagia o utilizar técnicas de silenciamiento génico dirigidas a genes clave
de la via autofagica y analizar su impacto en el fenotipo celular.

Adicionalmente, deben explorarse otros mecanismos de accién de la FLX. Por ejemplo,
estudios recientes han demostrado que FLX inhibe la SUMOilacién de FKBP51 y la
sumoilacion global (Gobbini, 2023). Por este motivo, seria relevante investigar estos procesos
en el contexto de PDAC para identificar posibles mecanismos de accion de la FLX.

Por otro lado, aun demostrando que el efecto de la FLX sobre PDAC esta mediado por la
inhibicion de la autofagia, debe considerarse que el rol de esta via en cancer de pancreas es
controversial. Estudios previos han reportado resultados contradictorios, sugiriendo que la
autofagia podria actuar como un supresor tumoral en algunos contextos, mientras que en
otros casos su activacion es necesaria para la progresion de tumores malignos (Raufi et al.,
2021).
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Discusién y conclusiones

A pesar de estas incertidumbres, los resultados obtenidos, adn cuando el mecanismo de
accion de la FLX no esta definido, respaldan el potencial que posee esta droga para ser
reposicionada como tratamiento antitumoral, especificamente para el cancer de pancreas.
Seria interesante también evaluar su efecto en combinacion con terapias ya aprobadas para
este tipo de cancer, o en lineas tumorales resistentes a las terapias convencionales,

ampliando asi su posible aplicacion terapéutica.

Como conclusion, durante el desarrollo de esta tesis se cumplieron los objetivos propuestos
de evaluar mediante diferentes ensayos las propiedades antitumorales de dos medicamentos
utilizados en la psiquiatria y neurologia. También se exploraron algunos mecanismos que
podrian estar involucrados en estos efectos. Si bien muchos resultados son preliminares y
requieren de mAas repeticiones y otros experimentos complementarios, contindan

demostrando el potencial que estas drogas tienen para su reposicionamiento como terapias

oncoldgicas.
Tesista Director Director asistente
Candela Diva Pastore Abel Luis Carcagno Federico Julian Garde
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