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RESUMEN

Desarrollo de un nuevo inhibidor de la enzima Acil-CoA
sintetasa 4 para su aplicacion potencial en el tratamiento de

cancer de mama, ovario y prostata.

RESUMEN

La enzima acil-CoA sintetasa 4 (ACSL4) es una enzima clave en el metabolismo
lipidico que ejerce su funcién a través de la regulacion de los niveles del acido
araquidénico intracelulares. Dado su papel en el metabolismo de este acido graso,
recientemente se la ha vinculado a un nuevo tipo de muerte celular denominado
ferroptosis. Ademas, la desregulacion de los niveles de acido araquiddnico esta
vinculada con enfermedades cardiovasculares, inflamatorias, trastornos
neurodegenerativos y cancer, por lo que esta enzima se ha convertido en un blanco
terapéutico clave. Numerosos trabajos han demostrado el rol de ACSL4 en la agresividad
tumoral en cancer de mama y préstata. Por esta razén, el interés en la busqueda de

inhibidores de la enzima con potencial uso terapéutico se ha incrementado.

En este trabajo de tesis doctoral se presenta el desarrollo de un nuevo inhibidor
especifico de ACSL4,y elestudio de su efecto en modelos tumorales agresivos de cancer

de mama, de ovario y de préstata.

Luego de realizar el cribado de las moléculas potenciales inhibidoras de ACSL4
mediante docking virtual, se selecciond una de ellas, se optimizé quimicamente y se
obtuvo el compuesto PRGL493. Este compuesto demostré ser un eficaz inhibidor de la
enzima en ensayos tanto in vitro como en lineas celulares, mostrando una mayor
potencia en comparacioén con la rosiglitazona, otro inhibidor. En modelos de cancer de
mama triple negativo y cancer de préstata resistente a la castracion, PRGL493 redujo de
manera significativa parametros de agresividad como la proliferacién y migracién
celular. La inhibicion de ACSL4 por PRGL493 restaurd la expresidn de los receptores de
estrégenos ay de andrégenos en células de cancer de mama triple negativo y cancer de
prostata resistente a la castracidon, respectivamente. Ademds, se observd una
disminuciéon en los niveles de transportadores asociados al eflujo y resistencia a
quimioterapéuticos en las células tumorales tratadas con este compuesto inhibidor. ELl
compuesto también inhibid la expresidn de varios componentes de la via de sefializacion

PISK/AKT/mTOR, entre ellos pGSK3aB, pS6 y pAKT.
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Se realizaron ensayos en las lineas celulares de prostata y mama utilizando
concentraciones subefectivas de farmacos quimioterapéuticos utilizados en la clinica,
junto con una concentracion subefectiva del compuesto PRGL493. Se observd una
inhibicién significativa y sinérgica en la proliferacién celular al combinar estos
compuestos, indicando una sensibilizacion a los tratamientos por el uso de PRGL493.
Ademas, la combinacion delinhibidor con 4-hidroxitamoxifeono sensibilizé a las células

de cancer de mama triple negativo al tratamiento hormonal.

Previamente se demostré el papel de la enzima ACSL4 en la esteroidogénesis en
la regulacion del transporte de colesterol, paso limitante de este proceso, a través de la
proteina StAR. En este trabajo de tesis se demuestra que PRGL493 inhibe la
esteroidogénesis mediante experimentos tanto en lineas celulares como in vivo.
Ademas, este inhibidor disminuy0 significativamente la sintesis de StAR y de esteroides
en células de cancer de préstata. En modelos de xenoinjerto de células de cancer de
mama triple negativo y de cancer de préstata resistente a la castracion tratados con
PRGL493, se observé una disminucién en el volumen tumoral de los ratones. Los
tumores mostraron un aumento en la expresion de receptores de estrégenos a vy
andrégenos, respectivamente, asi como una disminucién en los niveles de Ki67, un
marcador de proliferacién celular, indicando una disminucion en la agresividad tumoral

y sugiriendo una posible respuesta a los tratamientos hormonales.

Se analizo el papel de ASCL4 en el cancer de ovario epitelial (COE). Se observé
una expresion de ACSL4 significativamente incrementada en muestras de ovario de
pacientes con COE en comparacion con el tejido normal. Asimismo, se detectd una
mayor expresion de ACSL4 en lineas celulares de COE en comparacion con la linea de

ovario control.

PRGL493 inhibid la proliferacion y migracion celular de modelos celulares de
COE. Ademas, el inhibidor disminuyé el eflujo de drogas mediada por transportadores
ABC, involucrados en el mecanismo de resistencia a quimioterapéuticos. La
combinacién del inhibidor junto a tratamientos utilizados en COE produjo un efecto
sinérgico sobre la inhibicidon de la proliferacion celular al utilizar las drogas en dosis

subefectivas.

Este trabajo proporciona una prueba de concepto para la posible aplicacion de

PRGL493 en la practica clinica. Ademas, estos hallazgos pueden ser clave para terapias
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dirigidas al control del crecimiento tumoraly la resistencia a farmacos en tumores que
expresan ACSL4 y dependen de la sintesis de esteroides. El uso de tratamientos
combinados de inhibidores de ACSL4 con quimioterapéuticos o terapia hormonal podria

mejorar la eficacia y disminuir los efectos colaterales producidos por estas drogas.

PALABRAS CLAVE: Acil-CoA sintetasa 4, acido araquiddénico, cancer de mama,

cancer de préstata, cancer de ovario epitelial, nuevo inhibidor



ABSTRACT

Development of a Novel Acyl-CoA Synthetase 4 Inhibitor for
Potential Application in the Treatment of Breast, Ovarian, and

Prostate Cancer

ABSTRACT

The enzyme acyl-CoA synthetase 4 (ACSL4) is a key player in lipid metabolism,
functioning through the regulation of intracellular arachidonic acid levels. Given its role
in arachidonic acid metabolism, it has recently been linked to a novel form of cell death
known as ferroptosis. Moreover, dysregulation of arachidonic acid levels is associated
with cardiovascular diseases, inflammatory disorders, neurodegenerative conditions,
and cancer, making ACSL4 a crucial therapeutic target. Numerous studies have
demonstrated ACSL4's involvement in tumor aggressiveness in breast and prostate
cancers, thereby increasing interest in the search for ACSL4 inhibitors with therapeutic

potential.

This doctoral thesis presents the development of a novel ACSL4-specific inhibitor
and explores its effects in aggressive tumor models of breast, ovarian, and prostate

cancers.

Following virtual screening of potential ACSL4 inhibitors, one compound was
selected, chemically optimized, and named PRGL493. This compound proved to be an
effective inhibitor of the enzyme in both in vitro and in cell lines assays, demonstrating
greater potency compared to rosiglitazone, another inhibitor. In triple-negative breast
cancer and castration-resistant prostate cancer models, PRGL493 significantly reduced
parameters of aggressiveness such as cell proliferation and migration. Inhibition of
ACSL4 by PRGL493 restored the expression of estrogen a and androgen receptors in
triple-negative breast cancer and castration-resistant prostate cancer cells,
respectively. Furthermore, a decrease in efflux transporter levels and resistance to
chemotherapy was observed in tumor cells treated with this inhibitor. The compound
also inhibited the expression of several components of the PI3BK/AKT/mTOR signaling

pathway, including pGSK3ap, pS6, and pAKT.

Experiments were conducted using sub-effective concentrations of

chemotherapy drugs in prostate and breast cell lines, combined with a sub-effective
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concentration of PRGL493. A significant and synergistic inhibition of cell proliferation was
observed upon combining these compounds, indicating sensitization to treatments
through the use of PRGL493. Additionally, the combination of the inhibitor with 4-

hydroxytamoxifen sensitized triple-negative breast cancer cells to hormonal treatment.

Previous studies have demonstrated the role of ACSL4 in steroidogenesis through
the regulation of cholesterol transport, a limiting step in this process, via the StAR
protein. This thesis work demonstrates that PRGL493 inhibits steroidogenesis in
experiments both in cell lines and in vivo. Additionally, this inhibitor significantly reduced
StAR and steroid synthesis in prostate cancer cells. In xenograft models of triple-negative
breast cancer and castration-resistant prostate cancer treated with PRGL493, a
decrease in tumor volume was observed. These tumors exhibited increased expression
of estrogen a and androgen receptors, respectively, and decreased levels of Ki67, a
marker of cell proliferation, indicating reduced tumor aggressiveness and suggesting a

potential response to hormonal treatments.

The role of ACSL4 in epithelial ovarian cancer (EOC) was analyzed. ACSL4
expression was significantly increased in ovarian samples from EOC patients compared
to normal tissue. Additionally, higher ACSL4 expression was detected in EOC cell lines

compared to the control ovarian line.

In EOC cell models, PRGL493 inhibited cell proliferation and migration, and also
reduced drug efflux mediated by ABC transporters involved in chemotherapy resistance.
The combination of the inhibitor with drugs used in EOC treatment showed a synergistic
effectin inhibiting cell proliferation when used at sub-effective doses. This work provides
a proof of concept for the potential clinical application of PRGL493. Furthermore, these
findings may be crucial for therapies aimed at controlling tumor growth and drug
resistance in tumors expressing ACSL4 and dependent on steroid synthesis. The use of
combination therapies involving ACSL4 inhibitors with chemotherapy drugs or hormonal
therapy could enhance efficacy and reduce the side effects associated with these

medications.

KEYWORDS: Acyl-CoA Synthetase 4, arachidonic acid, breast cancer, prostate

cancer, epithelial ovary cancer, new inhibitor
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ABREVIATURAS

4-OHTAM 4-hidroxitamoxifeno

8Br-AMPc 8-bromoadenosina 3’, 5’-monofosfato ciclico
AA Acido araquidénico

AA-CoA Araquidonoil-Coenzima A

ABC ATP binding cassette

ABCG2 ATP-binding cassette super-family G member 2
ACOT2 Acil-Coenzima A tioesterasa mitocondrial 2
ACS Acil-Coenzima A sintetasa

ACSL Acil-Coenzima A sintetasa de cadena larga
ACSL1 Acil-Coenzima A sintetasa de cadena larga 1
ACSL3 Acil-Coenzima A sintetasa de cadena larga 3
ACSL4 Acil-Coenzima A sintetasa de cadena larga 4
ACSL5 Acil-Coenzima A sintetasa de cadena larga 5
ACSL6 Acil-Coenzima A sintetasa de cadena larga 6
ACSM Acil-Coenzima A sintetasa de cadena media
ACSS Acil-Coenzima A sintetasa de cadena corta
ACSVL Acil-Coenzima A sintetasa de cadena muy larga
ACTH Adrenocorticotropina

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc ADN copia

AINEs Antiinflamatorios no esteroideos

AKT Proteina quinasa B

AMP Adenosina monofosfato

AMPc Adenosina 3’, 5’-monofosfato ciclico

AMPK Proteina quinasa activada por AMP
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ARN
ARNmM
Asp
ATP
BrdU
BSA
CAS
CoA
COE
COX
CPM
CREB
CRPC
CYP
Cys
DAB
DBI
DHETE
DMEM
DMSO
dpm
DO
DS
DTT
E2

EDTA

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Aspartato

Adenosina trifosfato
5-bromo-2'-desoxiuridina
Seroalbumina bovina

Chemical Abstracts Service
Coenzima A

Cancer de ovario epitelial
Ciclooxigenasa

Cuentas por minuto

Proteina de unién a elemento de respuesta al AMPc
Cancer de préstata resistente a la castracion
Citocromo P450

Cisteina

3,3-diaminobencidina

Inhibidor de unién al diazepam
Acido dihidroxieicosatetraenoico
Medio Dulbecco’s modified Eagle
Dimetil sulféxido
Desintegraciones por minuto
Densidad 6ptica

Desvio estandar

Ditiotreitol

Estradiol

Acido etilen diamino-tetracético

ABREVIATURAS
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ERRa
EET
EGF
EGFR
EGTA
EM
FDR

g

GABA
GAPDH
GSH
GPX4
GSK3ap
H.Od
hCG
HER2
HETE
HPETE

HRMS-ESI

HS
IC50
kDa
LB
LH

IncRNA

ABREVIATURAS

Receptor arelacionado con estrégenos

Acido epoxieicosatrienoico

Factor de crecimiento epidérmico

Receptor del factor de crecimiento epidérmico

Acido etilenglicol-bis (2-aminoetiléter)-N, N, N’, N’ tetraacético
Espectrometria de masa

False Discovery rate

Fuerza g o fuerza centrifuga relativa

Acido gamma-aminobutirico

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Glutation

Glutation peroxidasa 4

Glucdgeno sintasa quinasa 3 a3

Agua destilada

Gonadotrofina coridnica humana

Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
Acido hidroxieicosatetraenoico

Acido hidroperoxieicosatetraenoico

Espectrometria de masas por ionizacién por electroespray de alta
resolucion

Suero de caballo

Concentracion inhibitoria media

Kilo Dalton

Medio para bacterias Luria Bertani

Hormona luteinizante

ARN largo no codificante
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LOX
LSD1
LT

LXs
Lys
MAPK
MAMs
miRNA
mLST8
M-MLV
mTOR
MTT
MS-MS
OxoETE
p70S6K
PARP
P4
P450scc
P5
pAKT
pb

PBS
PG
pGSK3ap
PI3K

PKA
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INTRODUCCION

Los lipidos son moléculas organicas que desempenfan roles fundamentales en la
fisiologia humana. Su variedad tanto estructural como funcional abarca desde la
constitucion de membranas celulares y reservas de energia, hasta la regulacion de

procesos metabdlicosy la sefializacion celular (1).

Ademas de su importancia metabodlica y estructural, los lipidos han tenido
relevancia en la investigacion por su implicancia en diversos escenarios patoldgicos. La
desregulacién o el metabolismo alterado de los lipidos se encuentra asociada a
trastornos cardiovasculares, trastornos inflamatorios, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades metabdlicas como la obesidad y la diabetes, y

cancer (1).

Se ha evidenciado que los lipidos desempefan un papel crucial en el desarrollo,
la progresién y la respuesta al tratamiento de diversas neoplasias. La proliferacion
celular anormal, la resistencia a la apoptosis, la angiogénesis y la invasién metastasica,
entre otros, son procesos tumorales que se ven influenciados por el metabolismo
lipidicoy el microambiente celular (1). En particular, el acido araquidénico (AA), un acido
graso poliinsaturado de cadena larga emerge como una molécula clave en la
sefalizacion lipidica relacionada al cancer. La regulacién precisa de los niveles
intracelulares de AAy de sus metabolitos, los eicosanoides, es crucial para mantener la
homeostasis celular. La desregulacién del AA, y por lo tanto niveles aumentados de
eicosanoides como las prostaglandinas, los leucotrienos y los tromboxanos conducen a
un entorno inflamatorio patolégico, como en el cancer de mama triple negativo

(TNBC)(2-4).

Las acil-Coenzima A sintetasas de cadena larga (ACSL) catalizan la activacién de
acidos grasos de cadena larga mediante la esterificacion con una molécula de coenzima
A (CoA). Los acidos grasos, una vez activados, se encuentran disponibles para participar
en las distintas vias metabdlicas en que estan involucrados. La activacion de los acidos
grasos es fundamental para la homeostasis de sus niveles intracelulares, siendo ésta un
paso critico. La enzima acil-CoA sintetasa de cadena larga 4 (ACSL4), perteneciente a la
familia de las ACSL, es una enzima clave en la regulacion del metabolismo lipidico, y

tiene al AA como sustrato preferencial (5).
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Se ha observado elevados niveles de expresion ACSL4 en distintos tipos de
cancer agresivos, como el TNBC y el cancer de prdstata resistente a la castracion
(CRPC), encontrandose unarelacion causal entre la desregulacidony niveles aumentados
de la enzimay la malignidad tumoral. La sobreexpresion de la enzima ACSL4 conduce a
un aumento en parametros tales como la proliferacion y la migracién en TNBC y en
CRPC. También, en los tipos tumorales mas agresivos de cancer de mama, la actividad
de la enzima se encuentra asociada a los mecanismos de resistencia a los tratamientos

actuales con quimioterapéuticos y terapia hormonal (6-9).

Dada la ausencia de inhibidores especificos de ACSL4, el presente trabajo se
centro en la busqueda y desarrollo de un inhibidor eficaz para la enzima, necesario para
el avance en el estudio y la comprension de su rol en cancer. El desarrollo de un nuevo
inhibidor permite explorar nuevas combinaciones terapéuticas que disminuyan los
efectos colaterales de los tratamientos actuales y que permita contrarrestar la
resistencia a los quimioterapéuticos utilizados en la clinica en los tipos tumorales
agresivos de cancer de mama, de ovario y de prostata, para los cuales no se cuenta con

tratamientos efectivos a la fecha.

1. Familia de enzimas acil-CoA sintetasas

Los acidos grasos son la principal fuente de energia para los mamiferos,
liberando mediante su catabolismo cantidades muy grandes de energia en forma de
adenosina trifosfato (ATP). Los acidos grasos deben activarse antes de su incorporacién
a las vias anabdlicas y catabdlicas en que participan, siendo el paso clave en su

biodisponibilidad.

La activacion de los acidos grasos sucede con gasto de ATP a través de la
esterificacion del acido graso con una molécula de CoA, dando como producto la
formacion del acil-CoA. En este primer paso de activacién intervienen enzimas de la
familia de las acil-CoA sintetasas (ACS) (10). Las ACS se conservan evolutivamente entre
los grupos de seres vivos en los que se expresan al intervenir en reacciones

fundamentales, necesarias para el correcto funcionamiento celular (11).

Con respecto a la naturaleza quimica de los acidos grasos, constan de un grupo

carboxilo con una cola hidrocarbonada de longitudes variables, que puede poseer
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distintos grados de insaturacion. De acuerdo con el largo de la cola hidrocarbonada, los
acidos grasos son sustratos de diferentes miembros de la familia de las ACS, que se
subclasifican en acil-CoA sintetasas de cadena corta (ACSS), acil-CoA sintetasas de
cadena media (ACSM), acil-CoA sintetasas de cadena larga (ACSL), y acil-CoA sintetasas

de cadena muy larga (ACSVL) (12).

En cuanto al mecanismo de accién enzimatica de las ACS, la reaccién de
esterificacion delacido graso con la molécula de CoA se lleva a cabo en pasos sucesivos,

especificados a continuacion (12) (Figura 1):

A. Unidn del acido graso: el acido graso libre ingresa a un dominio denominado

GATE, que se encuentra conservado en la familia de las ACS.

B. Activacion: La ACS utiliza moléculas de ATP para activar el acido graso. Durante
este paso, se transfiere un grupo adenosina monofosfato (AMP) desde el ATP al
acido graso, formando un intermediario llamado acil-adenilato (o acil-AMP) y

liberando un pirofosfato (PPi).

C. Formacion del enlace tioéster: La CoA ataca al acil-AMP, liberando AMP y

formando el enlace tioéster entre el 4cido graso y la CoA, resultando en acil-CoA.

D. Liberacidn del producto final: El éster de acil-CoA es liberado y se encuentra

activado para participar en diversas vias metabdlicas celulares tanto anabdlicas
como catabdélicas, como la sintesis de lipidos o la generacién de energia a través

de la B-oxidacion.

Acido graso + ATP ey  Acil-AMP + PPi

Acil-AMP + COA ey Acil-CoA +AMP

Figura 1. Reaccion enzimatica catalizada por la familia de las ACS. Este proceso implica la
esterificacion de una molécula de acido graso con una molécula de CoA, utilizando ATP y
resultando en la formacién de acil-CoA. AMP: adenosina monofosfato; ATP: adenosina trifosfato;

acil-AMP: acil-adenilato; CoA: coenzima A; PPi: pirofosfato.

29



INTRODUCCION

En resumen, las ACS facilitan la activacién de &acidos grasos previo a su
metabolizacion, permitiendo su participacion en procesos celulares esenciales. Este
mecanismo es fundamental para el equilibrio energético y la homeostasis lipidica de las

células (12).

2. Acil-CoA sintetasas de cadena larga

Los acidos grasos son sustrato de una amplia gama de vias metabdlicas
esenciales. En particular, los acidos grasos de cadena larga poseen variedad en cuando
a su estructura y funciéon. En la infancia, son necesarios para el crecimiento y la
maduracioén del cerebro. Intervienen en procesos metabodlicos como la generacidn de
energia por B-oxidacién y la sintesis de lipidos para almacenamiento celular, intervienen
en modificaciones postraduccionales, y toman roles predominantes como precursores
en distintos procesos de sefalizacion celular (13). EL AA de cadena larga polinsaturado
es también precursor de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, que intervienen
en la regulacion de procesos vitales variados, como la respuesta inflamatoria, los
procesos de coagulacion sanguinea y la regulacién de la temperatura corporal (2). En
cuanto las funciones de tipo estructural, la activacién de los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) permite su incorporacion a membranas lipidicas celulares,
mejorando su fluidez y facilitando el transporte de sustancias a través de ellas para el
mantenimiento normal de las condiciones fisioldgicas en las células. Dada la relevancia
de los acidos grasos en el metabolismo celular, las ACSL desempefian un papel clave al

mediar su activacion (12).

Dentro de la familia de las ACS se encuentra la subfamilia de las ACSL, que
catalizan la activacion de acidos grasos de cadena larga que poseen colas
hidrocarbonadas de un largo de entre 12 y 22 carbonos, saturados o con una o mas
insaturaciones. Dentro de la subfamilia de las ACSL, en humanos, se han descrito 5
miembros con sus variantes de splicing, codificado cada una por distintos genes: ACSL1,
ACSL3, ACSL4, ACSL5 y ACSL6. ACSLA1, el primer miembro descripto, conserva un 60%
de homologia de secuencia de aminoacidos con las variantes ACSL5 y ACSL6, mientras

que entre ACSL3 y ACSL4 se encuentra un 68% de homologia de secuencia (12,14).
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Los distintos miembros de la familia de las ACSL poseen expresiéon tejido-
especifica, y especificidad de sustrato. ACSL1 es la forma que se expresa
preferencialmente en higado, representando el 50% del total de la actividad hepatica
asociada a ACSLs. Posee localizacion citoplasmatica, pero también se detectd en el
reticulo endoplasmico. ACSL3 presenta principalmente expresiéon durante el desarrollo
fetal, y se localiza en el reticulo endoplasmico y en las gotas lipidicas. Presenta también
localizacion citoplasmatica. Se expresa en varios tejidos, como musculo esquelético,
corazon, rindn, higado y tejido adiposo. ACSL5 se expresa principalmente en el intestino
delgado y tendria un papel clave en la absorcién de acidos grasos de la dieta. Se
encuentra también en el higado. Su localizacidén es principalmente citoplasmatica.
ACSLS6, por su parte, también se localiza predominantemente en el citoplasma. Se
expresa en tejidos como el cerebro, el higado, el corazén y el musculo esquelético.
Posee la capacidad de catalizar la activacion tanto de acidos grasos de cadena larga

como de acidos grasos de cadena muy larga (15).

Entre las ACSL, la enzima ACSL4 destaca por su preferencia por varios acidos
grasos poliinsaturados, como el acido araquidénico (AA), lo que implica un rol esencial
en su metabolismo (5). En este trabajo, nos enfocaremos en esta enzima vy, en las

siguientes secciones, describiremos los antecedentes sobre su estructuray funciones.

3. Acil-CoA sintetasa 4

3.1. Estructura génicay proteica

El gen que codifica para ACSL4 se encuentra en la regién Xq22.3-q23 del
cromosoma X (16). Posee una longitud de 90 kb, y se compone de 16 exones separados
por 15 intrones. ACSL4, asi como los otros miembros de la familia de las ACSL, poseen
diferentes variantes de ARNm que son traducidas generando distintas isoformas. El gen
de ACSL4 codifica para dos isoformas, una larga y otra més corta. La regién 5’ UTR se
transcribe a partir de la secuencia de los exones 1y 2y la primera parte del exén 3. El
exon 3 contiene dos codones de inicio ATG en el mismo marco de lectura. El primer
codon es el inicio de la isoforma larga de ACSL4 humana, de 711 aminoéacidos y 79 kDa

que, si es removido por un sitio aceptor de empalme alternativo, da lugar al inicio de la
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traduccion en el segundo coddn, dando como resultado la isoforma corta de 670

aminoacidosy 74 kDa (12).

Actualmente, no se dispone de la estructura cristalografica de ACSL4 en
mamiferos. Sin embargo, la estructura de una ACSL perteneciente a la especie
bacteriana Thermus thermophilus HB8 (17) ha sido determinada. A través de analisis de
homologia con otras especies, se han podido inferir los dominios estructurales de la
enzima ACSL4. Entre estos dominios se encuentra un dominio conservado que
determina la especificidad de sustrato, conocido como el dominio GATE. Como se
mencionod anteriormente, este dominio esta involucrado en el acceso del sustrato al sitio
catalitico de la enzima, formando una especie de tunel en el que el sustrato ingresa de
manera unidireccional y permanece durante la formacién del enlace éster con la
molécula de CoA, con el correspondiente consumo de ATP (Figura 2). La especificidad
de sustrato estaria entonces determinada por la profundidad y el ancho del tunel o

bolsillo de la enzima, correspondientes al dominio GATE.

El centro activo de ACSL4 es muy similar al de otras ACSL e incluye una triada de
aminoacidos conservada (Lisina (Lys) - Aspartato (Asp) - Cisteina (Cys)). En esta triada,
Lys y Asp desempefian funciones de protonacion y desprotonacién durante la catalisis
de lareaccidén de acilaciéon, mientras que Cys actua como el sitio de unién de los acidos

grasos ala CoA (18).

AR

Acido graso

Tanel del AA

Acil-CoA

Figura 2. Mecanismo de accion de ACSL4. En este esquema se muestra el ingreso de dos
moléculas de acido graso al tunel de la enzima que determina la especificidad de sustrato
(indicados en linea punteada), y la liberacién del producto esterificado con una molécula de CoA,

con consumo de ATP. Imagen modificada de la figura de Yuko Hisanaga y col 2004 (17).
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3.2. Localizacién celulary tisular

La enzima ACSL4 es una proteina periférica de membrana, localizada
preferentemente en la membrana del reticulo endoplasmatico, en microsomas y en las
fracciones de membranas asociadas a mitocondrias (MAMs), que se encuentran
altamente enriquecidas en la enzima (19,20). También, la enzima se puede localizar en
la membrana de los peroxisomas y en las gotas lipidicas (19). En relacidon con la
localizacion en las MAMs, ACSL4 participa en la esteroidogénesis, en la activacion de
acidos grasos 'y, en el reticulo endoplasmico, promueve la sintesis de glicerolipidos y la
w-oxidacion, via principal para el catabolismo de acidos grasos cuando se encuentra

alterada la B-oxidacion (17,21).

Con respecto a la localizacion tisular, la enzima ACSL4 se expresa
predominantemente en tejidos esteroidogénicos, especialmente en células de las zonas
fasciculatay reticularis de la corteza de la glandula suprarrenal, en células de Leydig de
los testiculos, y en las células luteas y en el estroma del ovario (22). También, se
encuentra expresion de ACSL4 en el cerebro en estadios embrionarios. En adultos se
expresa también en el sistema nervioso central, con mayor nivel de expresién en células
delgiro dentado, en neuronas piramidales del hipocampoy la capa de células granulares

y de Purkinje del cerebelo (23).

Mientras que en la adultez hay menor expresion de la enzima en otros tejidos
distintos a los mencionados previamente, se reportd que la enzima ACSL4 se encuentra
expresada en altos niveles en muestras de tejido tumoral de mama, préstata, colon e

higado, en comparacién a muestras de tejido adyacente no tumoral (7,8,24,25).

3.3. Regulacion de la expresion de ACSL4

La regulacioén transcripcional del gen ACSL4 es compleja, e implica mdltiples
niveles, incluidos diversos factores de transcripcién y ARN no codificantes como los ARN
largos no codificantes (lncRNAs) y microARN (miRNAs), que pueden actuar reprimiendo
o induciendo la expresién de ACSL4. La enzima también se encuentra regulada por

distintas modificaciones post-traduccionales (26).

Las secuencias promotoras del gen humano y murino de ACSL4 han sido ya

descriptas y caracterizadas. El promotor de ACSL4 no presenta la secuencia
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caracteristica TATA, tal como sucede en aproximadamente el 80% de los promotores de
mamiferos, pero presenta una caja CCAAT. Los promotores sin TATA box suelen serricos
en islas CpG, y presentar distintos sitios de inicio de la transcripcién. En este tipo de
promotores, el factor de transcripcion Sp1(27) cobra especial relevancia dado que tiene
un rol clave en la activacién de la transcripcion mediante el reclutamiento de TBP
(proteina de union a TATA), y por lo tanto en el posicionamiento del complejo de pre-
iniciacién de la ARN polimerasall (28). Tanto para los promotores de ACSL4 murino como
humano, se determind que existen tres secuencias consenso para la familia de factores
de transcripcidon Sp1 localizadas en el extremo 3’ del promotor de ACSL4, y que el
promotor presenta islas CpG cercanas a los sitios de inicio de la transcripcion. En la
secuencia promotora de ACSL4 en murinos se encontrd que Sp1 se encuentra asociado
a transcripciéon basal, mientras que el factor CREB (proteina de unién a elemento de
respuesta al AMPc), interviene en la regulacion transcripcional de la enzima por AMPc en
células de Leydig (29). ACSL4 posee sitios de unidn para miultiples factores de
transcripcion, entre ellos, los receptores activados por proliferadores de peroxisomas

(PPAR) (30) y el receptor a relacionado con estréogenos (ERRa) (27).

En relacidon con el cancer de mama, estudios previos realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que la agresividad tumoral esta relacionada con diferencias
en la regulacion transcripcional de ACSL4. El receptor de estréogeno a (REa) regula
negativamente la expresiéon de la enzima, mientras que el ERRa esta implicado en la

induccion de la transcripcion de ACSL4 en células de TNBC. (27).

ACSL4 también se encuentra regulada en forma post-transcripcional por
miRNAs, pequenas moléculas reguladoras de ARN no codificante de entre 17 y 25
nucleotidos, y por IncRNAs, moléculas de ARN transcripto de mas de 200 nucledétidos
que no codifican para proteinas. Recientemente, se vio que el IncRNA H19, el cual
protege contra lesiones por hemorragia intracerebral, actia mediante el eje mi-106b-5p-

ACSLA4 (31).

Los miRNAs modifican la expresiéon de los genes blanco al unirse a sus
correspondientes moléculas de ARN mensajero (ARNm), generando su escisidon o
impidiendo la traduccién. Se han descubierto en virus, plantasy animales, y regulan una
amplia gama de procesos fisioldgicos y patolégicos. Se unen a las regiones 3’ UTR de
ARNmM, y se ha descubierto que pueden unirse a otras regiones, como los 5’ UTR, las

regiones codificantes o regiones promotoras, teniendo en esa ultima situacién un efecto
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promotor en vez de silenciador en la expresion génica (32). Se ha demostrado
previamente la regulacion de ACSL4 por distintos miRNAs, como el miR-34a en células
de cancer de colon, regulando el metabolismo lipidico (33). También, el miR-34a estaria
modulando la expresion de ACSL4 en adipocitos intramusculares en porcinos,
reduciendo la expresion de ACSL4 y de genes asociados a lipogénesis, como PPARy y
SREBP-1C (proteina 1 de unidén a los elementos regulatorios de esteroles), yaumentando
genes asociados a procesos de la emulsion y posterior hidrélisis de las grasas (34). En el
carcinoma hepatocelular se demostro la regulacion de ACSL4 por el miR-211-5p, en el
que la inhibicion de ACSL4 por dicho miRNA disminuye la agresividad tumoral (35).
Recientemente, se encontrd que la expresion de ACSL4 se encuentra regulada en forma
directa por otros miRNAs, como el miR-211, involucrado en la homeostasis metabdlica
en el meduloblastoma (36), y el miR-20a-5p, inhibiendo la ferroptosis dependiente de

ACSLA4 (37).

La enzima ACSL4 se encuentra también regulada por distintas modificaciones,
tanto a nivel transcripcional como post-traduccional. Se mencionan a continuacién las

principales modificaciones:

1. Fosforilacién. Se han identificado en ACSL4 sitios de fosforilacion por PKA
(proteina quinasa A) y PKCBII (proteina quinasa C Bll), que impactan en actividad

y su distribucion subcelular, regulando su localizacion intracelular (38,39).

2. O-GlcNAcilacion. Otra modificacién postraduccional de ACSL4 descrita
recientemente con posible relevancia para la hepatocarcinogénesis es su O-
GlcNAcilacién catalizada por la N-acetilglucosaminiltransferasa, que se asocia
con la sefalizacién mTOR (por sus siglas en inglés: Mammalian Target of

Rapamycin) regulada por ACSL4 (40).

3. Ubiquitinacién. La ubiquitinacion regula la degradacion, localizacion, actividad
e interaccion de proteinas mediante su unién a ubiquitina. La degradaciéon de
ACSL4 por esta via podria conducir a una inhibicion en la ferroptosis en células

tumorales (41).
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3.4. Funciones de ACSL4

La enzima ACSL4 interviene en una variedad de procesos bioldgicos y en el
desarrollo, incluida la diferenciacién neuronal, la diferenciacidon de adipocitos, la
secrecion de insulina, y la fusién de membranas entre otros. La enzima cumple un papel
clave tanto en la sintesis de lipidos como en la beta oxidacién, participando en diversas
vias de sefnalizacion (5,26). Ademas, ACSL4 participa en la regulacién de la composicion
de la membrana plasmatica, la esteroidogénesis y la biosintesis de eicosanoides (5,42).
A continuacién, se resumen algunas de las principales funciones celulares en que

interviene la enzima ACSLA4.

3.4.1. ACSL4 en apoptosis

La apoptosis puede ser activada de una forma intrinseca o extrinseca. La
extrinseca se da mediante la unién de ligandos a los receptores de superficie de las
células, como el factor de necrosis tumoraly el ligando Fas. Esto conduce alaformacion
de un complejo que recluta y activa la caspasa-8, una caspasa iniciadora que activa
caspasas rio abajo, conduciendo a la apoptosis (43). La via intrinseca, por su parte, es
activada por variadas sefales intracelulares de estrés, tales como el dafo al ADN, dano
oxidativo, y deprivacion del factor de crecimiento. La liberacion de citocromo C desde la
mitocondria al citosol termina en la formacion de un complejo del apoptosoma. Este

complejo activa una nueva cascada de caspasas, terminando en apoptosis (43).

ACSL4 esta implicada en la regulacion de la apoptosis mediante la sintesis y el
metabolismo de diversos metabolitos lipidicos, lo cual influye en la supervivencia y
muerte celular. Por ejemplo, la oxidacién de &acidos grasos activa al factor de
transcripcion STAT3 mediante la acetilacion de la CoA, consecuentemente aumentando
la expresion de ACSL4. Esta regulacidon positiva conduce a una mayor sintesis de
fosfolipidos, elevando los niveles de fosfolipidos en la membrana mitocondrial. Esto
fortalece la integridad mitocondrial, permitiendo a las células tumorales resistir la
apoptosis inducida por la quimioterapia (44). Existen otros mecanismos por los que la
regulacion alterada de la enzima puede conducir a la apoptosis, como en la isquemia,
donde su expresién aumentada por el miR-347 promueve la apoptosis neuronal. ACSL4

posee, por lo tanto, un rol dual en la apoptosis, inhibiéndola a través de la sintesis
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aumentada de fosfolipidos o puede promoverla al promover la formaciéon de radicales

libres lipidicos y regular directamente vias de sefalizacion apoptdtica (45).

3.4.2. ACSL4 en ferroptosis

La ferroptosis es un tipo de muerte celular programada dependiente del hierro 'y
caracterizada por la acumulaciéon de perdxidos lipidicos, y es genética y
bioquimicamente distinta de otras formas de muerte celular regulada como la
apoptosis. La ferroptosis se ha implicado recientemente en multiples enfermedades y
funciona como un mecanismo de supresién tumoral (46). A nivel molecular, la
disponibilidad de cisteina, la biosintesis de glutation (GSH) y el funcionamiento
adecuado de la enzima glutation peroxidasa (GPX4) son claves para mantener bajo
control la ferroptosis. Recientemente, se han descripto otros actores capaces de inducir
la ferroptosis, los cuales estan involucrados en el metabolismo de los PUFAs, que, en
ultima instancia, modulan la composicién de los lipidos celulares ya que los fosfolipidos
que contienen PUFAs son susceptibles a la peroxidacién (47). En la actualidad, ACSL4 es
considerada un componente clave en la ferroptosis ya que modula la composicién

lipidica celular, dictaminando la sensibilidad a este mecanismo (26,42,46).

Recientemente, se descubri6 que ACSL4 sirve como un regulador de la
ferroptosis especifica del contexto (48), destacando el papel de ACSL4 en la induccién
de la ferroptosis. Se demostré que ACSL4 es necesaria en la ferroptosis inducida por
erastina o por inhibidores de GPX4, mientras que es prescindible en la ferroptosis
mediada por P53 (49), o en otros escenarios en que la peroxidacion lipidica no es

mediada por ACSL4 (50).

3.4.3. ACSL4 en patologias

ACSL4 se encuentra involucrada en el desarrollo de diversas enfermedades.
Controla el desarrollo de la obesidad a través de la regulacion del metabolismo lipidico
y la secrecién hormonal. La sintesis y el metabolismo de acidos grasos, incrementados
por la sobreexpresion de ACSL4, contribuye a la enfermedad de isquemia-reperfusiéon
(51). También, numerosos estudios han demostrado la sobreexpresiéon de ACSL4 en

tejido de higado de pacientes con enfermedad hepatica grasa no alcohdlica y se
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encuentraimplicada en larespuesta inflamatoria y en la fibrosis hepatica (52). La enzima
se encuentra también implicada en la insuficiencia renal hepatica, por estar involucrada
en elmetabolismo lipidico de las células tubulares renalesy en la respuesta inflamatoria
de dichas células (53). En otros trabajos se ha mostrado que la formacion alterada de
acil-CoApor parte de ACSL4 da lugar a estrés oxidativo y muerte celular en neuronas (54).
Ademas, la enzima esta involucrada en la construccion y mantenimiento de las
membranas neuronales, por lo que alteraciones en su expresion conducen a

inestabilidad y disfuncién en las mismas (43).

Una reduccién de la actividad de ACSL4 puede llevar a un metabolismo alterado
de los acidos grasos en neuronas, causando alteraciones en el crecimiento neuronal,
sinaptogénesis y otras funciones importantes para el desarrollo cerebral normal. Se ha
demostrado que una disminucién de ACSL4 reduce la formacion de espinas dendriticas,
lo que le sugiere que esta proteina juega un papel clave en la maduraciény remodelacion

de las neuronas (55).

Se han reportado mutaciones puntuales en el gen de ACSL4, vinculadas al
retraso mental asociado al cromosoma X (56). Los varones afectados demostraron
discapacidad intelectual no especifica y no progresiva, que van de severa a moderada
sin convulsiones, mientras que en mujeres portadoras se mostraron capacidades
cognitivas altamente variables, desde discapacidad intelectual moderada hasta
inteligencia normal. Otras deleciones en el gen de ACSL4 estdn asociadas a

discapacidad intelectual (57).

Finalmente, la asociacion entre ACSL4 y el cancer ha sido ampliamente

demostrada, y se trata mas adelante en el presente trabajo.

4. Metabolismo del acido araquidénico

ELAA actua como segundo mensajero dado que puede mimetizar la accién de las
hormonas u agonistas que desencadenan su liberacién, pudiendo actuar en forma

directa o a través de sus metabolitos (2).

Los niveles de AA libre dentro de la célula son claves dado que su metabolizacién

da como resultado la produccién de eicosanoides, moléculas lipidicas biolégicamente
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activas que tienen efecto sobre un amplio rango de drganos, entre los que se pueden
mencionar los vasos sanguineos, el Utero, los rifones, el estdmago, los intestinos, y el

eje hipotalamico y pituitario (2,58).

Los eicosanoides impactan en variados procesos fisiolégicos criticos, como la
permeabilidad vascular, la proteccion de la mucosa gastrica, la agregacion plaquetaria
y la regulacién del tono del musculo liso. Se ha encontrado que los eicosanoides
intervienen en aspectos muy importantes de la inmunidad, como la produccién de
anticuerpos, citocinas, la diferenciacién celular, la proliferaciéon y migracién, y la

presentacion de antigenos (2,58).

La oxidacion del AA para producir eicosanoides es mediada principalmente por
las vias de las lipooxigenasas (LOX), las ciclooxigenasas (COX) y la familia del citocromo

P450 (CYP) (59-61) (Figura 3):

l. Ciclooxigenasas: Catalizan la conversion del AA a prostaglandinas (PGs) y

tromboxanos (TXs).

1. Lipooxigenasas: Producen acidos hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETEs), que
son convertidos en acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETEs). Hay al menos tres
tipos de LOX que anaden un grupo hidroperoxi (-OOH) a la posicién 5,12 0 15 del
AA para formar acido 5-, 12- o 15-HPETE, que posteriormente se convierten en
los correspondientes 5-, 12- 6 15-HETE, los que luego pueden convertirse en
derivados acidos oxoeicosatetraenoicos (oxoETEs). Los leucotrienos (LTs) se
generan a partir del 5-HPETE. A partir de diferentes metabolitos de esta via se

pueden producir las lipoxinas (LXs).

. Citocromo P450: Esta familia de enzimas, con sus actividades w-hidroxilasas
producen derivados HETEs, mientras que las actividades epoxigenasas
producen epoxidcidos como los acidos epoxieicosatrienoicos (EETs) que pueden

convertirse en sus respectivos acidos dihidroxieicosatetraenoicos (DHETS).

Los eicosanoides actuan en las células blanco con receptores nucleares, o en la

superficie celular a través receptores acoplados a proteina G (2,62).

39



INTRODUCCION

ACIDO ARAQUIDONICO
| |

| |
LIPOOXIGENASAS CITOCROMO P450 CICLOOXIGENASAS
(LOX) (CYP) (COX)

ls-Lox e-Lox L-HIDROXILASAS |EPOXIGENASAS Cox1
12-LOX (CYP4A) (CYP2C, CYP2J) cox2
15-LOX
i ‘ 8-HPETE 16-HETE 5,6-EET
LTA4 12-HPETE 17-HETE 8,9-EET
b 15-HPETE 18-HETE 11,12-EET TROMBOXANOS
; 19-HETE 14,15-EET ™)

LIPOXINAS 20-HETE ‘ -
TXA2

LX

(LX) . ‘ DHET TXB2
LXA4

Lxea n-HETE 5,6-DHET PROSTAGLANDINAS

5-HETE 16-HETE 8,9-DHET e

LEUCOTRIENOS 8-HETE 17-HETE 11,12-DHET (PG)
12-HETE 18-HETE 14,15-DHET

(LT) 15-HETE 19-HETE \ At

PGE2

LTB4 20-HETE
PGF2a
LTC4 n-oxoETE Sea
LTD4
LTE4 5-oxoETE
12-ox0ETE
15-0x0ETE

Figura 3. Metabolismo del acido araquidénico y produccion de eicosanoides. En el esquema
se sefialan las enzimas lipooxigenasas (LOX), ciclooxigenasas (COX) y citocromo P450 (CYP) que
metabolizan al acido araquidénico y los principales eicosanoides generados. DHETE: acido
dihidroxieicosatetraenoico; EET: acido epoxieicosatrienoico; HETE: acido
hidroxieicosatetraenoico; HPETE: acido hidroperoxieicosatetraenoico; LT: leucotrienos; LX:

lipoxinas; oxoETE: acido oxoeicosatetraenoico; PG: prostaglandinas; TX: tromboxanos.

5. Sintesis de hormonas esteroides

La esteroidogénesis, sintesis de hormonas esteroides, es un proceso crucial en
el organismo humano para el mantenimiento de diversas funciones fisiolégicas. Estas
hormonas, derivadas del colesterol, incluyen glucocorticoides, mineralocorticoides y
hormonas sexuales como los estrégenos, progesteronay testosterona. La sintesis tiene
lugar principalmente en las glandulas suprarrenales y en las gonadas, bajo la influencia
de complejas cascadas de eventos regulados por sistemas de retroalimentacion. La
regulacion precisa de la sintesis de hormonas esteroides implica la participacion de
diversas moléculas sefalizadoras, como la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la
hormona luteinizante (LH), que estimulan la produccién hormonal segun las
necesidades del organismo. A su vez, mecanismos de retroalimentacion aseguran un
equilibrio hormonal adecuado, permitiendo adaptaciones a cambios ambientales,
estrés o demandas metabdlicas, y contribuyendo asi al mantenimiento de la

homeostasis en el cuerpo humano (63).
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El paso limitante en la generacion de esteroides es el transporte de colesterol
desde la membrana externa mitocondrial, hacia la membrana interna mitocondrial
(64,65). Este paso es critico, ya que el colesterol es el precursor fundamental para la
sintesis de todas las hormonas esteroides. Una vez dentro de las mitocondrias, el
colesterol puede ser convertido en pregnenolona (P5), el precursor comun de diversas

clases de hormonas esteroides.

El paso limitante se encuentra regulado por la proteina StAR (por sus siglas en
inglés: Steroidogenic Acute Regulatory Protein), que actua en células especializadas
productoras de esteroides. StAR juega un papel clave como mediadora en la entrada del
colesterol, dado que se localiza en la membrana externa de las mitocondrias y tiene la
capacidad de unirse al colesterol y facilitar su transporte a través de dicha membrana,
superando la barrera lipidica mitocondrial. De esta forma, StAR controla el primero de
los pasos en la formacion de esteroides, que es la conversidon de colesterol a P5 por la
enzima P450scc (complejo enzimatico de escision de la cadena lateral del colesterol o

CYP11A1), precursor comun de todos los esteroides (66).

La regulacion de la expresion y actividad de la proteina StAR es esencial para
mantener un equilibrio adecuado en la producciéon de hormonas esteroides. Diversos
factores, como las hormonas LH y ACTH, asi como la concentracion intracelular de
esteroides, participan en la regulacidn de la expresion de la StAR. La coordinacién fina
de estos mecanismos asegura una respuesta adaptativa y equilibrada del organismo a
las demandas hormonales especificas en diferentes situaciones fisiolégicas. La

expresion de StAR es regulada por multiples mecanismos (66).

Se encuentra ampliamente documentado que la estimulacién hormonal de la
sintesis de esteroides en la corteza adrenaly en las células testiculares de Leydig implica
un aumento en los niveles de AA (67). En las células de Leydig, la liberacién de AA ocurre
aproximadamente un minuto después de la estimulacién con LH (68,69). La liberacion
de AA en células de Leydig estimuladas con gonadotropinas y en células suprarrenales
estimuladas con la hormona ACTH es dependiente de la dosis y del tiempo (70). La
inhibicién de la liberacion de AA disminuye la acciéon de LH y ACTH sobre la produccién

de esteroides, lo que sugiere que es un evento necesario para la esteroidogénesis (71).

Se ha demostrado que los metabolitos del AA desempenan un papel en la

regulacion de la esteroidogénesis. Por ejemplo, en las células de la zona fasciculata de
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la corteza adrenal, se ha observado un efecto directo de los metabolitos 15-
lipoxigenados en la regulacion de la sintesis de P5 (72). El tejido adrenocortical posee las
vias 5-LOXy 15-LOX, que generan 5-HETE y 15-HETE respectivamente a partir de AA. En
células de Leydig MA-10, se ha demostrado que 5-HPETE o 5-HETE estan involucrados

en elaumento de la produccion de progesterona (P4) (73).

6. ACSL4 en la esteroidogénesis

Se ha establecido que el AA y sus metabolitos desempefian un papel en la
regulacion de la expresion de la proteina StAR, ya que, en la fase aguda de la sintesis de
esteroides, la liberacion de AA en la mitocondria constituye un estimulo para el
transporte de colesterol (64). En células de Leydig, los metabolitos del AA producidos por
la 5-LOX participan en la sefalizacién inducida por hormonas troficas y activan la
expresion génica de la proteina StAR, ya que el promotor de la proteina contiene el
elemento de respuesta al AA (64). Ademas, se ha descripto en células de Leydig que los
metabolitos de la epoxigenasa tienen un efecto regulatorio sobre la expresién del gen de

la proteina StARy la esteroidogénesis.

Anteriormente, se consideré que la fosfolipasa A2 (PLA2) participaba en la
liberacion de AA regulada por hormonas tréficas. Sin embargo, no existe evidencia
directa que respalde la idea de que la PLA2 libere AA en tejidos esteroidogénicos ni de
que las hormonas esteroidogénicas activen a la PLA2. Estas observaciones sugirieron la
existencia de otro mecanismo de liberaciéon de AA en la regulacién de la biosintesis de
esteroides desencadenado por hormonas tréficas. En este contexto, nuestro grupo de
investigacion ha identificado un mecanismo de liberacidon de AA en el cual interviene la
enzima ACSL4 (21). En este mecanismo regulado hormonalmente, ACSL4 participa al
secuestrar el acido graso del pool libre citosoélico y esterificarlo para formar AA-CoA
(67,74). Posteriormente, actla una acil-CoA tioesterasa denominada ACOT2, localizada
en la membrana mitocondrial interna. ACOT2 pertenece a una familia de enzimas que
catalizan la hidrélisis de diversos ésteres de CoA, dando como producto el 4cido graso
libre mas la molécula de CoA. Por ende, estas enzimas influyen en la regulacién de los
niveles intracelulares de estas moléculas y, consecuentemente, en los procesos

celulares relacionados con estos compuestos. En la membrana mitocondrial, ACOT2
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hidroliza el AA-CoA, liberando los productos AA y CoA en el interior de la mitocondria

(21).

La inhibicién tanto de la expresién de ACOT2 como de ACSL4 ha demostrado
inhibir la produccion de esteroides y la expresion de StAR (21). Los efectos mencionados
se revierten con la adicion de AA o derivados permeables del colesterol, pero no con la
adicion de otros acidos grasos, lo que indica la participacion especificade ACSL4 en este
mecanismo. Ademas, se ha comprobado que elinhibidor de ACSL4, triacsina C, bloquea
la esteroidogénesis estimulada por AMPc y la expresion de StAR. En este mecanismo, el
AA-CoA podria ser transportado hacia la mitocondria unido al inhibidor de unién al
diazepam (DBI) (75,76), una proteina de unién a acil-CoA expresada en altas
concentraciones en células esteroidogénicas (77,78). EL DBI es ligando de la proteina
translocadora (TSPO), situada en la membrana mitocondrial externa. Esto facilitaria
posiblemente la transferencia de AA-CoA a las mitocondrias, con la consiguiente
disponibilidad del sustrato para ACOT2 en su sitio de accion (21). Estos estudios fueron
los primeros en proporcionar evidencia de una via alternativa de generaciéon de AA que
involucra a ACSL4/ACOT2y que compartimentaliza elAAy el AA-CoA. En conjunto, estos
resultados establecen un papel coordinado entre ACSL4 y ACOT2 frente al estimulo
tréfico, generando la liberacion de AA en el interior de la mitocondria e induciendo la

expresion de StAR, estimulando asi la sintesis de hormonas esteroides (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de liberacién de AA al interior de la mitocondria y su relaciéon con la
esteroidogénesis. Esquema de esterificacion por ACSL4 del acido araquiddnico con una
molécula de CoA, y su transporte y entrada a la mitocondria, en el que intervienen DBI, TSPO y
ACOT2. También, se muestra elingreso del colesterol a la mitocondria mediado por StAR. Imagen

tomaday modificada de “ACSL4”. Encyclopedia of Signaling Molecules (79).

7. Breves Conceptos sobre el Cancer

La tumorigénesis, un proceso que genera un desequilibrio entre la proliferaciony
la muerte celular, dando lugar a la formacidon de neoplasias que pueden ser benignas o
malignas. Las neoplasias benignas se presentan como tumores localizados, delimitados
por una capsula fibrosa, con células bien diferenciadas y una estructura regular. Estos
tumores benignos causan dafio por compresion a érganos o tejidos vecinos, siendo no
recurrentes tras su extirpacidon quirdrgica. En cambio, las neoplasias malignas, o
canceres, se caracterizan por un crecimiento celular descontrolado y la capacidad de
invasion, pudiendo diseminarse a través del torrente sanguineo y el sistema linfatico,

dando lugar a metéstasis (80,81).

A nivel global, el cancer constituye una de las principales causas de morbilidad y

mortalidad. Los tipos mas comunes de cdncer en hombres incluyen pulmén, préstata,
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colon y recto, estdmago e higado; mientras que en mujeres destacan mama, colon y

recto, pulmon, cuello uterinoy estémago (82).

Desde una perspectiva molecular, el cancer surge de la acumulacién de
aberraciones genéticas que desregulan diversas vias celulares. Analisis genéticos
recientes han permitido identificar conjuntos de genes cuya expresidon en tumores
primarios se asocia con un mayor riesgo de metastasis y un prondéstico desfavorable. La
desregulacién de vias de senalizaciéon en el cancer conlleva eventos como la
desdiferenciacion celular, la evasion de la apoptosis, el aumento de la proliferacion, la
migracién y la invasién celular, favoreciendo la formacién de tumores y metastasis

(80,81).

En el desarrollo de tumores malignos, las células tumorales interactian
constantemente con el microambiente circundante, influyendo en procesos como la
proliferacién, la transicion epitelio-mesenquimal (TEM), la migracion, la invasion, la
angiogénesis y la metastasis. La TEM, por ejemplo, marca la transicion de células
epiteliales diferenciadas hacia un fenotipo mesenquimal, con pérdida de adhesién y
polaridad celular. Cuando el tumor crece, las células centrales experimentan un entorno
hipéxico, estimulando la expresion de factores angiogénicos como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF),
promoviendo asi la formacion de nuevos vasos sanguineos y facilitando el crecimiento

tumoral (83).

En resumen, el cancer es una enfermedad compleja que involucra alteraciones
genéticas y procesos celulares desregulados, dando lugar a tumores malignos con
potencial metastasico. Comprender estos procesos es esencial para desarrollar

estrategias efectivas de prevencion, diagndstico y tratamiento.

7.1. Cancerde mama

El cancer de mama es una enfermedad maligna que se origina en las células del
tejido mamario y es la forma mds comun de cancer en mujeres, pero también puede

afectar a los hombres en casos menos frecuentes (82).
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El cancer de mama se origina a partir de los diversos elementos que conforman
la anatomia del tejido mamario. Segun la American Cancer Society, los carcinomas mas
comunes en el seno son los ductales y los lobulillares. Si no se ha propagado, se
clasifican como "in situ”, mientras que los que se han esparcido al tejido mamario

circundante se clasifican como "invasivos" o "infiltrantes".

Si bien los sintomas del cancer de mama pueden variar, suelen incluir la
presencia de un bulto en la mama, cambios en el tamafio o forma de la mama, secrecion
del pezoén, enrojecimiento o descamacién en la piel de la mama, y cambios en la
apariencia de la areola. Dado que el diagnéstico temprano es fundamental para el
tratamiento exitoso del cancer de mama, es importante detectar cualquier cambio y
realizarse autoexamenes mamarios regularmente. Las mujeres deben también
someterse a examenes mamarios, como la ecografia mamaria o la mamografia,
especialmente aquellas que posean antecedentes familiares o factores de riesgos

conocidos para la enfermedad (84,85).

El tratamiento del cdncer de mama abarca diversas modalidades, como cirugia,
radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal y terapias dirigidas. La eleccién del
tratamiento depende del estadio del cancer, el tipo de tumor y las caracteristicas

individuales de la paciente.

7.1.1. Clasificacion

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, por lo que su tratamiento
para que resulte eficaz, depende de la correcta categorizacién de su subtipo molecular.
De acuerdo con el estado del receptor de estrégenos (RE), los tumores de mama se
clasifican en dos categorias principales, aquellos que expresan el RE (RE+) y aquellos
que no lo expresan (RE-). Los carcinomas RE+ tienden a ser menos agresivos y responder
bien al tratamiento, mientras que los RE- son mas agresivos y aun carecen de un
tratamiento adecuado. Es importante destacar que un cancer de mama puede comenzar

siendo RE+y evolucionar gradualmente hacia RE- a medida que progresa la TEM (86).

Durante las ultimas décadas, la clasificacion se ha basado en el estado de los
receptores RE, de progesterona (RP) y HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano). Mas recientemente, se han generado datos de expresién genética
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que estratifican aun mas los canceres con receptores positivos y negativos. La
clasificacidon molecular establece cuatro tipos de cancer de mama: luminal A, luminal B
(pudiendo ser HER2 negativo o positivo), HER2 y basal like (triple negativo). La
clasificacion de los tumores de mama se amplia aun mas al considerar la expresion de
PR, segln los perfiles de expresion génica. A continuacion, se presenta una tabla con los

principales subtipos de cancer de mama (Tabla 1).

Subtipo Anélisis isti
ubtip =l Caracteristicas

molecular inmunohistoquimico

-RE positivo

-HER2 negativo

Luminal A Luminal A -Ki67 bajo

-RP alto

-Plataforma molecular de bajo riesgo

-RE positivo

-HER2 negativo

-Ki67 alto o RP bajo

-Plataforma molecular de alto riesgo

Luminal B (HER2 -)

Luminal B

-RE positivo
Luminal B (HER2 +) -HER2 positivo
-Ki67 indistinto
-RP indistinto
-HER2 positivo
-REy RP negativos
-HER2 negativo
-RE y RP negativos

HER2 enriched HER2 + (no luminal)

Basal like Triple negativo (ductal)

Tabla 1. Clasificacion de los tumores de mama. Clasificacion de los tumores mamarios de
acuerdo con su subtipo molecular, evaluacién inmunohistoquimica y caracteristicas
moleculares. Cuadro tomado del articulo “Cancer de mama”. Dra. Beltran, 2023. Sociedad

Espafiola de Oncologia Médica (86).

Dentro de los distintos tipos tumorales, el subtipo luminal A es el de mejor
prondstico, mientras que el TNBC representa el subtipo mas agresivo, caracterizado por

la ausencia de expresién de REa, PRy HER2 (86).
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7.1.2. Tratamientos

Las terapias actuales para el cancer de mama incluyen la cirugia, la radioterapia,
la quimioterapia y las terapias dirigidas, asi como el uso de inhibidores de receptores
hormonales y anticuerpos monoclonales. La terapia para aplicar depende de muchos
factores. Se consideran las caracteristicas personales del paciente, como la edad y su
estado de salud en general. Se evalla el estadio del tumor a tratar, considerando si hay
diseminacion a ganglios linfaticos cercanos o metastasis a otras partes del cuerpo. El
tratamiento varia segun el tipo tumoral, considerando si responde o no a terapias
hormonales, y es Uutil realizar pruebas genéticas para orientar el esquema médico,
identificando mutaciones especificas que podrian afectar la efectividad de los

tratamientos (87).

En la actualidad, existen tres clases principales de terapia endécrina para el
cancer positivo para el RE: los moduladores selectivos del RE (SERM), los reguladores
negativos del RE (SERD) y los inhibidores de la aromatasa. El tamoxifeno, un SERM
prototipo, compite con el estradiol (E2) por la unién al RE, y actia antagonizando las
acciones mitogénicas de los estrogenos en el tejido mamario. Sin embargo, tiene
funciones parcialmente estrogénicas en ciertos tejidos. Por otro lado, el fulvestrant, un
SERD, es un antagonista del RE en todos los tejidos, compitiendo por la uniéon de E2 y

acelerando la degradacién del receptor (88,89).

En el TNBC se utilizan actualmente terapias que abarcan inhibidores de la PARP
(poli-(ADP-ribosa)-polimerasa), del EGFR (receptor de EGF), de la via PIBK/AKT/mTOR, de
CDK4/6, de VEGF y de los puntos de control del sistema inmune (Tabla 2).
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Terapias Mecanismo de accion

Inhiben a PARP generando acumulacion de dafio en el ADN, y la
Inhibidores PARP muerte por coexistencia de mutaciones en dos genes (letalidad

sintética) en tumores TBNC mutados

Puntos de control Bloqueo de los puntos de control inmunitarios, como PD-1/PD-

inmunitarios L1

Potencian la respuesta inmune antitumoral mediada por
Inhibidores
células T, superando la evasiéon inmune

Inhiben el receptor del factor de crecimiento epidérmico para
Inhibidores EGFR
inhibir vias de crecimiento y supervivencia tumorales

Inhibidores Inhiben la via de senalizaciéon PI3BK/AKT/mTOR, suprimiendo la

PI3K/AKT/mTOR proliferacion, la supervivencia y el metabolismo celular

Bloquean la quinasa dependiente de ciclina 4/6 (CDK4/6) para
Inhibidores CDK4/6 inhibir la progresion del ciclo celulary la proliferacion en

células de TNBC

Inhiben la senalizacion del VEGF, suprimiendo la angiogénesis y
Inhibidores VEGF
la vascularizacion tumoral

Tabla 2. Inhibidores empleados en el TNBC y sus mecanismos de accion. Resumen de los
principales tipos de inhibidores utilizados actualmente en el TNBC y los mecanismos de accidn

de cada uno de ellos. Tabla adaptada del trabajo “Advancements and challenges in TNBC” (90).

La falta de tratamientos efectivos y la asociacidn con un mayor riesgo de
metdastasis y recurrencia hacen que el TNBC sea un area critica de investigacion en la
lucha contra el cancer de mama. A pesar de los avances, laresistencia a los tratamientos

sigue siendo un desafio, especialmente en pacientes con enfermedad metastasica.

7.1.3. Cancer de mama triple negativo

Con unaincidencia de aproximadamente entre el 15% y 20% de los diagndsticos
de cancer de mama, el TNBC se caracteriza por su comportamiento agresivo, las
limitadas opciones de tratamientos disponibles y una mala prognosis, en comparacion

a los otros subtipos (85,91).
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ELTNBC, tal como se menciond, se define por la ausencia de expresiéon del REq,
del RP, y de HER2, lo que lo vuelve resistente a las terapias utilizadas en los otros
subtipos. Representa un grupo heterogéneo de tumores, con caracteristicas
moleculares y comportamientos clinicos distintivos. Suele presentarse en un estadio
avanzado, presentando una mayor probabilidad de metastasis hacia érganos cercanos,

como los pulmones, el higado y el cerebro, lo que contribuye a su baja prognosis (92).

La patogénesis del TNBC involucra la desregulacion de multiples vias de
sefalizacidn, entre las que se encuentran las vias PIBK/AKT/mTOR, MAPK/ERK, and

JAK/STAT, conduciendo a proliferacion tumoral, invasion y metastasis (93).

7.2. Cancerde prostata

El cancer de prdstata es una enfermedad de gran relevancia en la salud
masculina y representa un desafio significativo en el ambito médico. Es el segundo tipo
de cancer mas comun en hombres a nivel mundial, con una incidencia que alcanza
aproximadamente el 7,1% de todos los casos de cancer en el género masculino. Segun
estadisticas de la American Cancer Society del afio 2024, representa el 29% de todos los
casos de cancer masculino y ocupa el segundo lugar después del cancer de pulmoén en
términos de muertes (94). Esta neoplasia tiene una marcada predisposicién en hombres

mayores, siendo mas frecuente en aquellos mayores de 50 afios.

El cancer de prostata es una neoplasia maligna epitelial que se produce en la
glandula prostatica. En sus etapas tempranas no presenta sintomas especificos que
puedan indicar su presencia, pero con la progresion de la enfermedad los pacientes
pueden experimentar miccion frecuente, urgencia para orinar, disuria, obstruccion
intestinal, entre otras manifestaciones clinicas. En sus estadios iniciales el cancer de

préstata presenta una progresion lentay es dependiente de andrégenos (95).

En la etapa inicial del tumor, casi todos los pacientes con cancer de prdstata
responden a las terapias clasicas de privacidon de andrégenos. Sin embargo, después de
una media de 18 a 24 meses de tratamiento, casi todos los pacientes progresan a cancer
de prdstata resistente a la castracién (CRPC) (96), que no responde a los andrégenos y
que suele tener un prondstico malo, con una tasa de supervivencia a cinco afios de sélo

el 15% (97).
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EL CRPC es generalmente una afeccion fatal, con una media de tiempo hasta la
muerte de 1 a 2 afios luego de haber ingresado a esta etapa. Es un estado heterogéneo
con caracteristicas moleculares complejas, con mal prondstico y alta tasa de
mortalidad, en el que la enfermedad progresa a pesar de la deprivacion hormonal. La
progresion natural del CRPC metastasico a menudo implica un agravamiento en los
sintomas, como fatiga y dolor 6seo, que pueden ser perjudiciales para la calidad de vida
global del paciente. Por lo tanto, los objetivos de los tratamientos no solo son mejorar la
supervivencia, sino también preservar la calidad de vida de los pacientes y aliviar el dolor

y los sintomas relacionados con el cancer (97).

Para el diagnéstico del cancer de préstata el indicador mas utilizado es el
antigeno prostatico especifico (PSA). Niveles elevados de PSA son indicativos de
alteraciones en la estructura de la glandula prostatica (98) y, si bien son usados para el
diagnodstico del cancer de préstata, sus niveles también pueden elevarse en la

hiperplasia prostatica benigna o en la enfermedad inflamatoria de la préstata (99).

La apariciéon y el desarrollo del CRPC son el resultado de interacciones entre
diversos mecanismos que no se encuentran completamente descriptos. El receptor de
androgenos (RA) desempefia un papel clave en el cancer de préstata, dado que es el gen
con mayor porcentaje de mutacién (62,7%) en el CRPC (100). Diferentes mutaciones en
el RA pueden llevar a su hiperactivacion, o a una activacién en vias de sefalizacién
alternativas, promoviendo la supervivencia celular independientemente de la presencia

de andrégenos.

La activacién del RA aun en una situacién de deprivacion de andrégenos
promueve la proliferacién celular, llevando a una mayor progresion tumoral y a la
resistencia a los tratamientos hormonales (101). Aunque la actividad aberrante del RA
puede ser perjudicial al promover la proliferacion celular y la progresion del cancer, la
restauracion funcional del RA en células tumorales puede hacerlas nuevamente

susceptibles a terapias de deprivacién hormonal.

7.2.1. Clasificaciony tratamientos

En cuanto a los tratamientos del cancer de prdstata, cuando se considera que

las células tumorales no se han extendido fuera de la glandula prostatica se suele
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realizar una cirugia denominada prostatectomia radical, que consiste en extirpar la
glandula prostatica, el tejido que la rodeay las vesiculas seminales. También, se pueden
extirpar algunos de los ganglios linfaticos de la pelvis para evitar que el cancer se

propague a otras partes del cuerpo (102).

Entre los tumores hormono dependientes se encuentra el cancer de préstata
receptor de andrégenos positivo (RA+), lo que implica que su desarrollo y progresion
estan fuertemente influenciados por la accién de las hormonas sexuales masculinas,

principalmente los andrégenos.

La terapia inicial para el cancer de préstata metastasico se centra en la
deprivacion de andrégenos, ya sea mediante castracion quimica o quirurgica, siendo
esta ultima una estrategia comunmente empleada como primera linea de este tipo de
tratamientos (103). En el CPRC la terapia de primera linea consiste en la combinacion de
docetaxel mas prednisona, las opciones de segunda linea incluyen docetaxel,
mitoxantrona, cabazitaxel, sipuleucel-Ty laterapia hormonal secundaria, consistente en
ketoconazol, corticoides y dietilestilbestrol. El docetaxel es el tratamiento de primera
linea para pacientes que no recibieron terapias quimioterapéuticas, con buen estado
funcional, y en aquellos que aun no han progresado bajo docetaxel al CPRC. Otros
agentes androgénicos novedosos, como la abirateronay la enzalutamida, son opciones
terapéuticas efectivas que se utilizan como opciones de segunda linea. Estos
medicamentos pueden considerarse inicialmente en pacientes fragiles o pacientes que
no han recibido previamente tratamiento con estos mismos compuestos o que desean

evitar las terapias citotdxicas (97).

El docetaxel es un agente antineoplasico citotéxico que actla estimulando el
ensamblaje de la tubulina en los microtubulos estables inhibiendo su
despolimerizacion, lo que conduce a un marcado descenso de tubulina libre sin alterar
el nimero de protofilamentos. El docetaxel altera la red tubular de las células, esencial

para las funciones vitales de la mitosis e interfase celular (104).

La abiraterona es un inhibidor potente, selectivo e irreversible, de la enzima 17a-
hidroxilasa/C17,20-liasa (CYP17) que cataliza la conversién de P5 y progesterona a
dehidroepiandrosterona y androstenodiona, respectivamente. Esta enzima es

fundamental para la sintesis de andrégenos en testiculos, glandulas suprarrenales y
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tejidos prostaticos tumorales. En el tratamiento en una fase tan temprana se reducen los

niveles de testosterona a valores nanomolares (105).

A pesar de los avances en la terapia de deprivacidon de andrégenos, la respuesta
a este tratamiento es temporal, y muchos pacientes experimentan una transicién hacia
el estado de CRPC. Esta fase representa un desafio clinico significativo, ya que los
tumores se vuelven hormono-independientes y, por ende, insensibles a la terapia

hormonal convencionaly a menudo a la quimioterapia (103,106).

La falta de respuesta a la terapia de privacidon de andrégenos no se acompana de
la pérdida de la expresion o actividad transcripcional del RA, y su actividad sigue siendo
critica para el crecimiento tumoral en el CRPC (101). La expresion de RA generalmente
aumenta en CRPC, con restauracion de la actividad del RA a través de una variedad de
mecanismos que incluyen la amplificacion y sobreexpresion de RA, mutaciones
(principalmente en el dominio de unién al ligando, que confiere promiscuidad), aumento
de la sintesis de andrdégenos intratumorales, activacion de RA por citoquinas y factores

de crecimiento y variantes de empalme del RA constitutivamente activas (101).

En la investigacion terapéutica del CRPC, se han identificado biomarcadores en
multiples niveles bioldgicos, incluyendo genes, ARN, proteinas y metabolitos, mediante
meétodos computacionales y experimentales. Estos biomarcadores estan dirigidos a la
prediccidon temprana, el pronéstico preciso y la personalizaciéon de la terapia para el
CRPC. A pesar del aumento en enfoques basados en moléculas, la alta heterogeneidad
en la evolucion del CRPC sigue limitando la confiabilidad y eficacia de las estrategias

terapéuticas actuales en la practica clinica (95).

7.3. Cancer de ovario

El cancer de ovario constituye un desafio significativo en el campo de la
oncologia ginecoldgica y representa una de las principales causas de mortalidad por
cancer en mujeres. Esta neoplasia ocupa el quinto lugar en términos de incidencia entre
los canceres ginecoldgicos y es conocida por su tendencia a diagnosticarse en etapas

avanzadas, lo que contribuye a su alta letalidad (82).
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Dada la falta de sintomas especificos en las primeras etapas y la ubicacion
anatémica de los ovarios en la cavidad pélvica, el cancer de ovario suele diagnosticarse
tardiamente, cuando la enfermedad ya se ha diseminado a otras estructuras
abdominales. Esta caracteristica hace que la tasa de supervivencia sea mas baja en

comparacion con otros canceres ginecoldgicos (107).

Desde un punto de vista histologico, el cancer de ovario es diverso,
clasificandose principalmente en carcinomas epiteliales, tumores de células germinales
y tumores del estroma ovarico. Cada subtipo presenta caracteristicas distintivas en

términos de comportamiento clinico y respuesta a tratamientos especificos (108).

El cancer de ovario epitelial (COE) representa aproximadamente el 90%
de todos los casos de cancer de ovario diagnosticados, con tasas de supervivencia a
cinco anos que son inferiores al 40% en etapas avanzadas de la enfermedad. Presenta
desafios significativos en términos de deteccion temprana y tratamiento efectivo, dado
que suele ser diagnosticado en estadios avanzados. Ademas, la resistencia a los
tratamientos actualesy otros desafios terapéuticos resaltan la necesidad de desarrollar

nuevas terapias que puedan mejorar o complementar las actuales (109).

Dado que es el tipo mas predominante de cancer de ovario, y el mal prondstico
que presenta, dentro de los tipos tumorales de ovario en el presente trabajo vamos a

profundizar en el COE.

7.3.1. Cancer de ovario epitelial

El COE se origina en el epitelio que recubre la superficie externa del ovario y
puede desarrollarse a partir de células epiteliales superficiales o de células que
recubren los conductos de los érganos reproductivos femeninos. Este tipo de cancer
puede manifestarse como seroso, mucinoso, endometrioide o de células claras, cada
uno con caracteristicas histolégicas distintas y diferentes prondésticos. La comprension
de los factores de riesgo especificos y los avances en la deteccidén temprana son claves

para mejorar los resultados de los pacientes con COE (110).

El COE se clasifica en tipos | y Il segun sus caracteristicas histologicas y
moleculares, cada uno con perfiles genéticos distintos que influyen en su desarrollo y

respuesta al tratamiento (111).
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ELCOE detipo |, que representan el 28% de los casos de cancer de ovario, suelen
ser tumores que son descubiertos en el examen pélvico cuando estan localizados en el
ovario, teniendo un mejor prondstico en comparacioén con el COE de tipo Il. Son
generalmente de bajo grado, genéticamente estables y raramente presentan
mutaciones en el gen supresor tumoral p53. Cada subtipo morfolégico dentro de esta
categoria es altamente heterogéneo y presenta un perfil molecular unico definido por la

activacion de vias especificas de senalizacion celular (112).

Dentro de este contexto, el carcinoma de células claras y el cancer
endometrioide de ovario se asocian con endometriosis y representan aproximadamente
el 10% de los casos de cancer de ovario. A pesar de ser clasificados como tumores de
tipo I, el carcinoma de células claras puede adquirir mutaciones y fenotipos que lo

posicionan como una categoria intermedia entre los tumores tipo | y tipo Il (112).

Los carcinomas mucinosos de ovario son un subtipo histolégico raro de COE,
representando aproximadamente el 3% de estas malignidades. Se originan de células
epiteliales que producen mucina en la superficie del epitelio ovarico y suelen
presentarse como enfermedad metastasica invadiendo el tracto gastrointestinal en el
80% de los casos. Las alteraciones genéticas mas comunes en este tipo tumoral afectan
la via MAPK (proteina quinasas activadas por mitégenos), ademas de mutaciones en

otras vias oncogénicas (113).

El cancer ovarico seroso de bajo grado representa menos del 2% de todos los
canceres ovaricos y se origina mas probablemente del epitelio de la trompa de Falopio
en lugar del epitelio superficial del ovario, como se pensaba anteriormente. Estos
tumores muestran una alta tasa de mutaciones activadoras en la via MAPK, junto con

alteraciones en la via PI3K (fosfoinositol 3-quinasa) (114).

EL COE de tipo Il, que constituye el 75% de todos los casos de cancer de ovario,
se caracteriza por su naturaleza agresiva, alta prevalencia de mutaciones en TP53
(proteina tumoral 53) y presentacion en estadios avanzados que requieren cirugia y
quimioterapia basada en terapias con platinos. El carcinoma seroso de alto grado es el
cancer de ovario de tipo Il mas diagnosticado y se presenta tipicamente en estadios
avanzados con alta recurrencia, lo cual contribuye a su baja tasa de supervivencia a
cinco afnos. Se asocia comunmente con mutaciones en TP53 y alteraciones en vias

oncogénicas que se encuentran activadas, como PI3Ky RAS (115).
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7.3.2. Tratamientos

Aunque no es comunmente utilizada para el cancer de ovario epitelial, la terapia

hormonal se emplea mas frecuentemente para los tumores del estroma ovarico (116).

Los agonistas de la hormona liberadora de LH, como la goserelinay la leuprolida,
reducen la produccidn de estrégeno en mujeres premenopausicas mediante
inyecciones periédicas. Pueden causar efectos secundarios similares a los de la

menopausia, y pueden debilitar los huesos con el uso prolongado (117).

El tamoxifeno, conocido por su uso en cancer de mama, también se usa para
tratar tumores del estroma ovarico, y ocasionalmente el cancer de ovario epitelial
avanzado. Actia como anti-estrogeno en varios tejidos del cuerpo para inhibir el
crecimiento de células cancerosas. Puede provocar efectos secundarios similares a los
de la menopausia y existe un riesgo aumentado de codgulos sanguineos graves en las

piernas (116).

Los inhibidores de la aromatasa, como el letrozol, anastrozol y exemestano,
bloguean la enzima que convierte otras hormonas en estrégeno en mujeres
posmenopausicas. No impiden que los ovarios produzcan estrégeno, por lo que sélo son
utiles para reducir los niveles de estrégeno en las mujeres después de la menopausia.
Estos medicamentos se usan principalmente para tratar el cancer de mama, pero
también se pueden usar para tratar algunos tumores del estroma ovarico que han
reaparecido después del tratamiento, asi como carcinomas serosos de bajo grado.
Pueden causar sofocos, dolor articulary muscular, y adelgazamiento éseo, aumentando

elriesgo de osteoporosis y fracturas dseas (110).

Estas terapias hormonales son selectivas segun la situacién del paciente y el tipo
de cancer de ovario, buscando equilibrar beneficios terapéuticos con riesgos

potenciales.

Particularmente, entre los compuestos utilizados en el tratamiento del COE
podemos encontrar al paclitaxel, carboplatino y doxorrubicina, descriptos a

continuacién con mas detalle (118).

-Paclitaxel. El paclitaxel es un quimioterapéutico que se utiliza cominmente en el
tratamiento del COE, ya sea en regimenes de quimioterapia de primera linea o

mantenimiento y recidiva. El paclitaxel se combina a menudo con otros agentes
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quimioterapéuticos para potenciar su eficacia en el tratamiento. Es un compuesto que
pertenece a la clase de los taxanos, y actua estabilizando los microtubulos en las células
cancerosas, lo que interfiere con su capacidad para dividirse, llevando a la detencién del

ciclo celulary muerte de las células (119).

-Carboplatino. Es uno de los farmacos de eleccion en los tratamientos de quimioterapia
de primera linea para el COE, tanto en combinacién con paclitaxel como en otros
esquemas de quimioterapia combinada. El carboplatino es un compuesto de metal
pesado que actua generando dafio en el ADN de las células cancerosas mediante la
formacion de enlaces cruzados entre las cadenas de ADN, lo que interfiere en su

replicacion (110).

-Doxorrubicina. La doxorrubicina pertenece a las antraciclinas, interfiere en la
replicacion del ADN y la sintesis de ARN al intercalarse entre las bases de los acidos
nucleicos, provocando dafno en el ADN y la inhibicién de la sintesis de proteinas
necesarias para la supervivencia celular. De este modo, interfiere con la proliferaciéon de
las células cancerosas. Aunque la doxorrubicina no se utiliza comunmente como
tratamiento de primera linea para el cancer de ovario epitelial, a menudo se incluye en

esquemas de quimioterapia combinada para casos avanzados o recurrentes (120).

Como ya se menciond, el pronéstico en el COE es variable segun el subtipo
histolégico y el estadio de la enfermedad al momento del diagndstico, por lo que es

necesaria la profundizacion en su estudio y el desarrollo de terapias mas efectivas.

7.4. Acido araquidénicoy cancer

Se ha evidenciado que la alteracién en el metabolismo del AA contribuye de
manera significativa a la tumorigénesis y a la progresion tumoral (4,121). La
metabolizacion del AA desempefia un papel crucial en la carcinogénesis en érganos
como el colon, el higado, la mamay la préstata. Estudios epidemioldgicos, clinicos y en

animales han proporcionado pruebas de que la activacion de las vias de la COX y LOX
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durante la inflamacion crénica y la carcinogénesis resulta en un metabolismo anémalo

del AA, lo cual puede contribuir al proceso carcinogénico (58).

Se ha informado que los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) tienen efectos
beneficiosos en la reduccion del riesgo de desarrollar diversos tipos de cancer,
incluyendo el de mama, colon, pulmoény préstata (122). Estos AINEs ejercen sus efectos
antiinflamatorios y antitumorales al reducir la produccion de PGs mediante la inhibicién

de la COX.

Aumentos en la actividad de las LOX estimula la proliferacion, invasion,
metastasis y angiogénesis de células cancerosas. Las LOX se encuentran
sobreexpresadas en varios tipos de cancer, como el gastrico, de mama y de tiroides
anaplasico, y dicha sobreexpresion potencia la proliferacion celular y la angiogénesis
tumoral en distintos tipos de tumores. La sobreexpresion de la COX-2 se detectd en
tumores de mama, colon, pancreas y pulmdn, correlacionandose con prondstico

desfavorable (123).

Los eicosanoides proinflamatorios son generados en abundancia por varios tipos
de células cancerosas y las células circundantes al tumor. La inflamacién se reconoce
como un componente critico en la iniciacion y progresién tumoral. EL microambiente
tumoral esta infiltrado por células inflamatorias que producen diversos mediadores
citotéxicos, entre los que se incluyen los eicosanoides que contribuyen a la inflamacion,
proliferacién, supervivenciay migracién celular. Las PGsy los LTs pueden influir en estos
mecanismos mediante multiples vias de senalizacion, ya sea de forma autocrina o
paracrina. En términos generales, el microambiente inflamatorio, que esta vinculado a
cambios en los perfiles y funcionalidades de los leucocitos, puede desencadenar la
transformacién de células epiteliales y promover el crecimiento tumoral, la angiogénesis
y la metastasis. Las PGs y los LTs son clave como inmunomoduladores, mediando la
interrelacién de sefales entre las células epiteliales y las células estromales

circundantes en el microambiente tumoral (124,125).

La induccién o sobreexpresion de la COX-2 se asocia con un aumento en la
produccion de PGE2, uno de los principales productos de la COX. La PGE2
proinflamatoria destaca como la mds abundante en varios tipos de cancer humano,
incluyendo el de colon y recto, pulmén, mama y cabeza y cuello, y frecuentemente se

asocia con un prondstico adverso (123). Se reconoce que la PGE2 desempefa un papel
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predominante en la promocién del crecimiento tumoral, regulando la proliferacion,

muerte celular e invasiéon tumoral en numerosos tipos de cancer.

8. ACSL4ycancer

Se hademostrado en numerosos estudios de otros gruposy nuestros, el rol clave
de ACSL4 en la progresion tumoral. Se ha corroborado un aumento en la expresion de
ACSL4 en varios tipos de cancer, como en el carcinoma hepatocelular, en cancer de
colon, pulmodn, pancreatico, de higado, géastrico, mama y prdstata, asociando la
sobreexpresion de la enzima a una mayor agresividad tumoral (8,126). Por otro lado, la
expresion de la enzima sensibiliza las células a la ferroptosis como en el cancer de
pulmdn, cancer de mama con RE+y cancer de cuello uterino a través de la promocién en
la acumulacion de productos de peroxidacion lipidica y especies reactivas de oxigeno
(127). Enel presente trabajo nos vamos a centraren elrolde ACSL4 en los tipos agresivos

de cancer de mama, préstatay ovario.

8.1. Cancerde mamayACSL4

En relacién con el cancer de mama, trabajos previos de nuestro laboratorio han

demostrado que ACSL4 participa en la agresividad tumoral.

Tanto para cancer de mama, como de prdstata, ACSL4 exhibe una expresion
diferencial segun el estado del REa o del RA, respectivamente (6,7). Se ha evidenciado
una relacién inversa entre la expresion del REa y ACSL4, fendmeno también observado
para el estado del RA, tanto en cancer de mama como de préstata (6). Esta correlacién
inversa se confirma en tumores de pacientes, destacandose una mayor expresion de
ACSL4 en muestras de TNBC, donde la induccién de ACSL4 se asocia a la pérdida de

sensibilidad a hormonas esteroideas (7,128).

En nuestro laboratorio, se ha establecido que ACSL4 desempenfa un papel causal
en el control del fenotipo agresivo en el cdncer de mama. La sobreexpresién de ACSL4,
tanto a nivel proteico como de ARNm, contribuye a una mayor agresividad, impulsando

la proliferacion, invasiony migracién celular (128,129).
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En células TNBC, la sobreexpresion de ACSL4 conlleva a un aumento en la
produccidon de agentes potenciadores de la agresividad tumoral, como el &acido
araquidénico intramitocondrial y los metabolitos derivados de las enzimas COX-2 y 5-

LOX, también incrementadas en estas células (128,129).

En este contexto, se ha logrado reducir la proliferacién celular in vitro en lineas
de TNBCy la formacién de tumores in vivo mediante una combinacién de inhibidores de
ACSL4, de 5-LOXy de COX-2, en dosis que, por si solas, no son efectivas, sugiriendo una
sinergia entre estos inhibidores. Se postula que las enzimas ACSL4, COX-2 y 5-LOX
interactuan funcionalmente, operando de manera coordinada para regular el
crecimiento tumoral, siendo posibles blancos terapéuticos para el control de la

proliferaciéony el potencial metastasico de células de cancer de mama (128).

Los niveles de ACSL4 se encuentran elevados en la linea celular de TNBC
altamente agresiva, MDA-MB-231, en contraste con las células de la linea MCF-7, menos
agresivas y positivas para la expresion del REa. En experimentos in vitro, la
sobreexpresion transitoria de ACSL4 en células de la linea MCF-7 ha generado una mayor
agresividad tumoral, aumentando la invasién, migraciény proliferacién celular. Por otro
lado, la inhibicion de la expresion de ACSL4 mediante la utilizacion de un shARN (short
hairping RNA) en células MDA-MB-231 ha generado una disminucioén en la agresividad de

la linea (128,129).

En nuestro laboratorio, utilizando las células estables MCF-7 Tet-Off/ACSL4
reprimibles por tetraciclina, se observé que la sobreexpresién de ACSL4 modula
negativamente la expresién del REay RP, tanto a nivel de ARNm como proteico, siendo
esta respuesta revertida mediante el tratamiento con doxiciclina (128). Otros autores
han silenciado el REa en células de la linea MCF-7 que sobreexpresaban ACSL4, y han
observado que dicho silenciamiento induce auin mas la expresién de ACSL4 (8,130). Se
ha reportado ademas que el silenciamiento de ACSL4 en la linea MDA-MB-231
restablece la expresion de REa (8). Estos datos confirman la relacién inversa entre la

expresion de la enzima ACSL4 y el REa.

Ademas, utilizando las células MCF-7 Tet-Off/ACSLA4, se realizaron experimentos
in vivo para corroborar los resultados obtenidos in vitro. Al inocular estas células en un
modelo xenoinjerto (ratones hembra nude atimicas), se observé el desarrollo de tumores

con un marcado polimorfismo nuclear, alto indice mitético y baja expresién de REay RP,
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tanto a nivel de ARNm como de proteina. El crecimiento de estos tumores fue inhibido al
disminuir la expresion de ACSL4 con doxiciclina. Cabe destacar que las células de la
linea MCF-7 no desarrollan tumores cuando son inoculadas en los ratones mencionados
previamente; sin embargo, al sobreexpresar ACSL4, pueden generar tumores incluso sin
el agregado de estrogenos. De este modo, la sola sobreexpresién de ACSL4 es capaz de
transformar a las células MCF-7 en generadoras de tumores in vivo (128) . Resultados

similares a este hallazgo fueron observados también por otros autores (131).

8.1.1. Vias de senalizacion

Previo a este trabajo de tesis doctoral, en nuestro laboratorio se realizaron
analisis de transcriptdmica y protedmica funcional en las células MCF-7 Tet-Off/ACSL4,
asi como en la respectiva linea control, sirviendo como base para la presente

investigacion (8,132).

Utilizando la linea MCF-7 Tet-Off/ACSL4 que sobreexpresa ACSL4, y la linea
control MCF-7 Tet-Off/vector vacio (control) se realizé un analisis transcripémico (RNA-
seq), de modo de identificar genes regulados por ACSL4. Los datos obtenidos fueron
analizados con el software IPA (por sus siglas en inglés: Ingenuity Pathway Analysis),
utilizado para la interpretacién de experimentos émicos. Se encontré que, con la
sobreexpresion de ACSL4, las vias enriquecidas fueron p70S6K (o RPS6KB1, por sus
siglas en inglés: Ribosomal Protein S6 Kinase B1) y mTOR, asi como la sefializacion de
los mecanismos moleculares del cancer. Ademas, se llevd a cabo un analisis de
protedmica mediante microarreglos de proteinas en fase inversa (RPPA, por sus siglas
en inglés), descubriendo que vias candnicas obtenidas con la firma transcriptomica de
ACSL4 correlacionan con la firma protedmica funcional de ACSLA4. El anélisis de RPPA
mostré que la via de sefalizacion AKT/mTOR/p70S6K es una de las firmas mas

importantes de ACSL4 (8).

Por lo mencionado, a partir de los datos obtenidos previamente, se identificd a la
via mTOR como una de las principales firmas especificas para la expresién de ACSL4.
mTOR es una quinasa que posee un papel crucial en la integracion de multiples
estimulos que afectan las vias metabdlicas relacionadas con el crecimiento celular. La

desregulacion de las vias de sefalizacion dependientes de mTOR se encuentra
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estrechamente vinculada a la fisiopatologia de enfermedades como la diabetes, la

obesidad, enfermedades neurodegenerativas y cancer, entre otras (133).

mTOR forma parte de dos complejos funcionales y estructuralmente distintos:
mTORC1, un complejo multiproteico sensible a la rapamicina y a los nutrientes, y
mMTORC2, sensible a los factores de crecimiento, pero insensible a los nutrientes (134).
En mamiferos, los componentes esenciales de mTORC1 son Raptor (regulatory-
associated protein of mTOR) y mLST8 (mammalian Lethal with SEC13 protein 8), mientras
que en mMTORC2 son Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR) y SIN1 (stress-
activated protein kinase-interacting protein 7). mTORC1 es activado por factores de
crecimiento, nutrientes y el estado energético celular. Bajo condiciones favorables de
nutrientes, mTORC1 inhibe la autofagia mediante la fosforilacion de ULK1 (Unc-517 Like
Autophagy Activating Kinase 1), impidiendo la formacién del autofagosoma. En
contraste, la escasez de nutrientes y ATP es detectada por la AMPK (proteina quinasa
activada por AMP), que inhibe al complejo mTORC1, desencadenando asi la autofagia.
Este sistema asegura el reciclaje de proteinas y organelos dafiados, proporcionando

nutrientes esenciales a la célula y regulando el proceso de eliminacion celular (135).

La enzima ACSL4 regula componentes de los complejos mTORC1y mTORC2, asi
como a sus reguladoresy sustratos rio arriba. Se encontré un aumento significativo en la
fosforilacién de la quinasa de p70S6K (treonina 389), y de la fosforilacién de su sustrato,
la proteina ribosomal S6. Se observé también un aumento en la fosforilacion de Rictor
(treonina 135), sustrato de p70SK6. Se detectd también un aumento en la fosforilacién
de la proteina quinasa B, AKT (serina 473). También, en respuesta a la expresiéon de
ACSL4, aumentaron los niveles de fosforilacién de la glucdgeno sintasa quinasa3ay
(GSK3ay GSK3B) (serinas 21/9), inhibiendo la actividad de la enzimay contribuyendo de
esa forma a la activacion de mTOR (8). ACSL4 es, por lo tanto, un activador de la via
mTOR, tanto para los componentes de mMTORC1 como de mTORC2, y su expresion puede

desencadenar distintos mecanismos para regularla.

En nuestro laboratorio se observo también que la combinacion de rapamicinay
rosiglitazona, inhibidor de ACSL4, aumenté la inhibicion de la proliferacion celular en

comparacion con los tratamientos individuales, lo que sugiere efectos aditivos (8).

Otras vias de sefalizacién afectadas por la expresion de ACSL4, que se

encuentran desreguladas en el cancer de mama, modulando también la respuesta
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celular tumoral, son las vias del REa, RP y de HER2, la via de Wnt/B-catenina (Wnt por
sus siglas en inglés: Wingless-Type MMTV Integration Site Family) y la via de la MAPK
(8,132).

8.1.2. Tratamientos y mecanismos de resistencia

La resistencia a las terapias clinicas es uno de los desafios mas significativos en
la actualidad en el tratamiento del cancer. Como se mencioné anteriormente, en las
células tumorales se desarrolla resistencia mediante multiples mecanismos, como la
activacion de vias de sefializacién claves en la regulacion celular como lo es lavia mTOR,
promoviendo la supervivencia celular, o a través de alteraciones genéticas que afectan
la respuesta al tratamiento, y que pueden conducir a tipos tumorales mas agresivos,
como el crecimiento independiente de hormonas y, por lo tanto, resistentes a los

tratamientos hormonales.

Mientras que la resistencia a la quimioterapia puede ser multifactorial, se sabe
que el aumento en la expresidny la actividad de transportadores de multiples farmacos
desempena un papel clave (136). Los transportadores de la familia ABC (por sus siglas
en inglés: ATP binding cassette) desempenan un papel crucial en la resistencia a
tratamientos al facilitar la expulsion de agentes terapéuticos de las células cancerosas

(137).

Los transportadores ABC constituyen una super familia de proteinas esenciales
para la translocacién de una amplia gama de compuestos a través de las membranas
celulares, impulsada por la hidrélisis de ATP. Son esenciales para la homeostasis y
fisiologia celular. En humanos existen 48 genes ABC organizados en siete familias
distintas. De estos genes, 44 (integrando cinco familias distintas) codifican
transportadores de membrana, de los cuales varios estan involucrados en la resistencia
a los farmacos y en distintas vias resultantes en enfermedades por disfunciones del

transportador (138).

La expresion aumentada de ABCG2 (por sus siglas en inglés: ATP-binding
cassette super-family G member 2) es asociada con la resistencia a farmacos en lineas

celulares de cancer de vejiga, rifdn, glioma y glioblastoma (139-142) y es parcialmente
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responsable del eflujo de farmacos de las células tumorales (143,144). ABCG2 es

también es un marcador de células madre cancerosas de diferentes tipos de tumores.

Recientemente se ha descubierto ACSL4 forma parte de los mecanismos de
resistencia a la quimioterapia en canceres de mamay préstata, potenciando la actividad
y la expresion de ABCG2, lo que se correlaciona con un aumento en la resistencia celular
alaquimioterapiay la agresividad celular (9). En el carcinoma suprarrenocortical ABCG2
se encuentra modulado junto a la enzima ACSL4 por los tratamientos
quimioterapéuticos. ACSL4 y ABCG2 se encuentran sobreexpresados en células
resistentes a tratamientos, favoreciendo la viabilidad, la proliferacién y la salida de

compuestos de las células tumorales (136).

Previamente, los transportadores ABCG2, ABCC4 y ABCCS8 fueron identificados
mediante el RNA-seq previamente descripto, realizado en nuestro laboratorio, como
genes de resistencia a farmacos que responden a ACSL4. Se observo el aumento en su
expresion mediante ensayos de sobreexpresion de ACSL4 en células tumorales MCF-7,
asi como fue posible inhibirlos mediante el silenciamiento de ACSL4 en células de la

linea MDA-MB-231 (9).

Otro mecanismo de resistencia a los tratamientos ocurre en relacion con la via
del RE. Como mencionamos existe una regulacién reciproca entre ACSL4 y el REa (8).
Dado que la expresion de ACSL4 se encuentra regulada negativamente por el REay que
esta, a su vez, regula los niveles del REq, la presencia de ACSL4 podria ser un factor
prondstico de resistenciahormonal en tejidos de cancer de mama RE+. En este contexto,
una terapia combinada de inhibidores de ACSL4 y del REa podria resultar muy util para
revertir la resistencia hormonal. El silenciamiento de ACSL4 da como resultado la
regulacion positiva de REa, con cambios en el fenotipo celular y en la sensibilidad al
tratamiento con tamoxifeno. Ademas, el tratamiento con rosiglitazona, un inhibidor de
ACSL4, aumentd la expresion de REa (8). La combinaciéon de rosiglitazona y 4-
hidroxitamoxifeno (4-OHTAM) sobre la proliferacion de células MDA-MB-231 fue mucho
mas eficiente, mostrando un efecto sinérgico, que los tratamientos en forma individual.
En estudios in vivo, se observé una inhibicidn significativa en el volumen promedio del
tumor y en la tasa de crecimiento en ratones de xenoinjerto sometidos a la terapia
combinada de rosiglitazona y 4-OHTAM en comparacién con aquellos que recibieron un

sélo farmaco o el vehiculo después de la inyeccién de células MDA-MB-231(8).
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8.2. Cancerde prostatay ACSL4

En analisis inmunohistoquimicos de muestras de tejido humano de cancer de
prostata se observd expresion aumentada de ACSL4 en células malignas, en
comparacion con células epiteliales benignas adyacentes. La expresion de la enzima
ACSL4 se encontro particularmente aumentada en muestras de CRPC, en comparacion

con cancer de prdstata no tratado hormonalmente (6).

La expresion ectépica de ACSL4 en células de cancer de préstata negativas para
ACSL4 aumenta la proliferacion, migracién e invasion, regulando positivamente vias en
que se encuentran implicadas pAKT, LSD1 (lisina demetilasa 1) y B-catenina. Por otro
lado, el silenciamiento de ACSL4 en células que expresan niveles elevados de ACSL4
reduce la proliferacion celular, migracién e invasion. Los efectos proliferativos celulares

fueron observados tanto in vitro como in vivo (6).

También, en lineas celulares que coexpresan tanto ACSL4 como RA, la
proliferaciéon fue independiente de los andrégenos exégenos, sugiriendo que la
expresion de ACSL4 puede conducir a CRPC (6). La expresién ectdpica de ACSL4 indujo
resistencia al tratamiento con casodex (bicalutamida), mediante una disminucién de la

apoptosis.

Un estudio demostré que RA actudé como un supresor de la transcripcién al
unirse a la region promotora de ACSL4 e inhibir su transcripcion. La inhibicién de la
sefalizacion del receptor de RA redujo significativamente los niveles de PSA, pero elevd
los niveles de ACSLA4. La inhibicion de ACSL4 mediante la reduccién de su expresioén
inhibid la proliferacion, migracioén, invasion y crecimiento de xenoinjertos de células de

cancer de préstata independientes de RA (145).

8.3. Cancerde ovarioy ACSL4

Pocos estudios han analizado el rol de ACSL4 en cancer de ovario. En un trabajo
se analizd la correlacidn entre la expresién de ACSL4 y los parametros clinicopatoldgicos
en 38 pacientes con cancer de ovario. Los resultados revelaron que la expresiéon de
ACSL4 se asociaba positivamente con el estadio tumoral y la metastasis. Ademas, los
pacientes con una expresion elevada de ACSL4 presentaban tiempos de supervivencia

global significativamente mas cortos en comparacién con aquellos con una expresion
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baja de ACSLA4. El analisis de muestras de cancer de ovario y de tejidos ovaricos no
tumorales revelo que la expresion proteica ACSL4 en el cancer de ovario era
significativamente mayor que en los tejidos normales. Mas aun, ASCL4 se asocia a una
menor supervivencia global en los pacientes con cancer de ovario. Se demostré que miR-
424-5p regula negativamente la ferroptosis suprimiendo la expresion de ACSL4 en

células de cancer de ovario (146).

Recientemente, se encontré que compuestos que aumentan la ferroptosis
mediada por ACSL4 pueden inhibir efectivamente el desarrollo del cancer de ovario,

como es el caso del polisacarido antitumoral obtenido de Portulaca oleracea (147).

En un estudio reciente identificaron a ACSL4 entre las proteinas que se
encuentran en exosomas como biomarcadores de cancer de ovario, demostrando que
estas exoproteinas podrian discriminar con precisién entre el cancer de ovarioy 12 tipos
de cancer comunmente diagnosticados en mujeres. Estos nuevos biomarcadores
podrian detectar el cancer de ovario con alta especificidad y sensibilidad de forma

precoz cuando los resultados de las pacientes son mas favorables (148).

8.4. Inhibidores de la enzima ACSL4

Numerosos trabajos han postulado a la enzima ACSL4 como una diana
terapéutica en el ambito de la investigacién biomédica. Como se ha mencionado, esta
enzima desempena un papel crucial en el metabolismo del AAy participa en una amplia
gama de procesos celulares, incluyendo la proliferacion, la ferroptosis y la respuesta
inflamatoria. Su sobreexpresién o actividad andémala se encuentra asociada con
variadas enfermedades, que van desde cancer hasta trastornos neurodegenerativos. En
este contexto, los inhibidores de ACSL4 han ganado atencién como posibles agentes

terapéuticos.

El primer inhibidor utilizado en la bibliografia como inhibidor de la enzima ACSL4
es la triacsina C, un compuesto natural que pertenece a la familia de los acidos
triciclicos insaturados. Fue aislada inicialmente del microorganismo Streptomyces sp.
en estudios de investigacion sobre productos naturales marinos y cobro relevancia en
las investigaciones por su capacidad para inhibir a ACSL4 (149). La triacsina C ha

demostrado actividad anti-proliferativa y pro-apoptdtica en células tumorales,
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induciendo la apoptosis y bloqueando la proliferacion de células cancerosas en varios
tipos de cancer, lo que podria posicionarla como agente terapéutico en el tratamiento
delcancer. Sin embargo, es importante destacar que la triacsina C también puede tener
efectos secundarios y toxicidad, especialmente a concentraciones elevadas o con un

uso prolongado (150).

Otro compuesto que se ha estudiado ampliamente como inhibidor de ACSL4 es
la rosiglitazona. Este es un farmaco oral utilizado principalmente para tratar la diabetes
tipo 2. Pertenece a la clase de medicamentos conocidos como tiazolidinedionas (TZDs)
o glitazonas. Estos medicamentos actian como agonistas selectivos del receptor
activado por PPAR-y, que se encuentran en tejidos adiposos, musculares y hepaticos
(151). Al activar el receptor PPAR-y, la rosiglitazona puede modular la expresidon de varios
genes involucrados en el metabolismo de los lipidos, la glucosa y la inflamacion. La
rosiglitazona no se recomienda como monoterapia en el tratamiento de la diabetes tipo
2, sino que se usa en combinacion con otros medicamentos antidiabéticos cuando la
monoterapia no es suficiente para controlar los niveles de glucosa en sangre. A pesar de
su eficacia en el control de la glucosa en sangre, la rosiglitazona ha sido objeto de

controversia debido a preocupaciones sobre su seguridad cardiovascular (150).

Otra molécula que se ha descripto como inhibidor de la enzima ACSL4 es el
valnoctamide, derivado del acido valproico (VPA) (152), un farmaco utilizado en medicina
principalmente como antiepiléptico, pero también empleada en el tratamiento de
trastornos psiquiatricos, como el trastorno bipolar, y en la prevenciéon de la migrana
(153,154). Aungque no se conoce exactamente su mecanismo de accion, se cree que el
VPA ejerce su efecto antiepiléptico al aumentar los niveles de &acido gamma-
aminobutirico (GABA) en el cerebro, un neurotransmisor inhibitorio. Ademas, puede
afectar la actividad de los canales de sodio y calcio, lo que puede contribuir a su eficacia
anticonvulsivante. Aunque es generalmente bien tolerado, el VPA puede causar efectos
adversos, incluyendo aumento de peso, temblores, somnolencia, nduseas y vomitos,
entre otros. En casos raros, puede provocar efectos adversos mas graves, como

hepatotoxicidad o pancreatitis (155,156).

A pesar de los resultados preclinicos de los compuestos mencionados, los
inhibidores de ACSL4 todavia deben ser optimizados en cuanto a su selectividad,
biodisponibilidad y, principalmente, seguridad. A medida que continua la investigacion

en este campo, se espera que se aclare aun mas el papel de ACSL4 en la fisiopatologia
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de diferentes trastornos y se identifiguen nuevas oportunidades para el desarrollo de

inhibidores mas efectivos y seguros.
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HIPOTESIS

La inhibicion de la enzima acil-CoA sintetasa 4 (ACSL4) disminuye la agresividad
tumoral al afectar parametros como proliferaciény migracion celular, y mecanismos de
resistencia a tratamientos quimioterapéuticos y hormonales. Ademas, la inhibicion de la
enzima afecta la esteroidogénesis de novo impactando en la progresion de tumores

dependientes de estos mecanismos.

El desarrollo de nuevos compuestos inhibidores de la actividad de la enzima
ACSL4 tendra aplicacion terapéutica al afectar el comportamiento agresivo de células
tumorales y disminuir la progresiéon tumoral. Estos compuestos permitiran una
reduccién en la esteroidogénesis de novo y en los parametros de la biologia tumoral
asociados a la malignidad. Asimismo, la inhibicion de la enzima ACSL4 facilitara la
sensibilizaciéon de las células tumorales a otras drogas utilizadas en los tratamientos
antitumorales, lo que podria aumentar la efectividad de estos tratamientos y disminuir

los efectos colaterales asociados al uso de altas dosis de estos medicamentos.

OBJETIVOS

La enzima acil-CoA sintetasa 4 (ACSL4) es una enzima clave en el metabolismo
lipidico que ejerce su funcién a través de la regulacion de los niveles del acido
araquidénico intracelulares. Dado que la desregulacién de los niveles de acido
araquidénico esta vinculada con enfermedades cardiovasculares, inflamatorias,
trastornos neurodegenerativos y cancer, esta enzima se ha convertido en un blanco
terapéutico clave. Numerosos trabajos demostraron el rol de ACSL4 en la agresividad
tumoral en cdncer de mamay préstata. Por esta razén se ha incrementado el interés en

la busqueda de inhibidores de la enzima con potencial uso terapéutico.

Estudios previos han sugerido que la inhibicion de ACSL4 podria ser una
estrategia terapéutica viable en el cancer de mama, en conjunto con la inhibicion del
REa. La inhibicion conjunta de ACSL4 y REa ha demostrado revertir la resistencia a la
terapia hormonal en células derivadas de tumores triple negativos de cancer de mama.

Mas aun, la expresion de la enzima regula la expresién de transportadores ABC
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involucrados en la resistencia a quimioterapéuticos. Por lo tanto, la inhibicion de la

enzima puede revertir la resistencia a estos tratamientos.

El objetivo general de esta tesis es desarrollar nuevas estrategias terapéuticas
que permitan revertir la resistencia a tratamientos convencionales y reducir los efectos
colaterales asociados a los tratamientos actuales para el cancer, mediante la inhibicién
de la enzima ACSLA4. Se postula que las terapias futuras deberan incluir combinaciones
de farmacos que abarquen un mayor espectro de la biologia tumoral. Dentro de este
marco, el objetivo global de la tesis busca disefar estrategias para desarrollar

compuestos que inhiban con especificidad y eficacia la actividad de ACSLA4.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos de la tesis doctoral consisten en:

Objetivo 1. Identificar nuevas moléculas inhibidoras de la actividad enzimatica de

ACSLA4.

Objetivo 2. Analizar la accién del inhibidor de ACSL4 sobre la agresividad de las
células tumorales, los mecanismos de resistencia y las vias de sefializacion

reguladas por la enzima.

Objetivo 3. Investigar el efecto del nuevo inhibidor sobre la esteroidogénesis en

modelos celulares e in vivo.

Objetivo 4. Evaluar el efecto del uso combinado del inhibidor de ACSL4 con

farmacos de uso clinico en células tumorales.

Objetivo 5. Analizar en modelos in vivo el efecto del nuevo inhibidor de ACSL4 sobre

el crecimiento tumoral.

Objetivo 6. Estudiar el papel de ACSL4 y el efecto de su inhibidor en el cancer de

ovario epitelial.
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Los reactivos listados a continuacion fueron provistos por Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA): puromicina, bromuro de 3-(4,5-dimetill-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), seroalbumina bovina (BSA), BSA libre de &acidos grasos,
estandares de peso molecular para electroforesis, acido etilén diamino tetra-acético
(EDTA), hidroximetil amino metano (Tris), dodecil sulfato de sodio (SDS), glicina,
Temed™, 8-Br-adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (8Br-AMPc), acido araquiddnico

(AA), 22(R)-OH-colesterol.

De Bio-Rad Laboratories (Hércules, California, USA) fueron adquiridas las
membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF), reactivos (acrilamida, bisacrilamida,
Bradford, otros), y equipos de electroforesis (Mini-Protean Il, equipos de transferenciay

de secado de geles).

El reactivo de deteccidn por quimioluminiscencia (ECL) utilizado para western
blot fue adquirido en Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, UK). Para la
MIDIPREP se utilizé el sistema Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System

(Promega).

La agarosa D1-LE fue adquirida en Biodynamics (Ciudad de Bs. As., Argentina). El
equipo de electroforesis para geles de agarosa Gel XL ultra V-2 provino de Labnet

International (Edison, NJ, USA).

El material plastico para los cultivos celulares fue obtenido de Biofilm. La
solucion de penicilina-estreptomicina (P/S), solucidn tripsina-EDTA, el suero de caballo
(HS), la Lipofectamina™ 2000 y los medios de cultivo Opti-MEM, TRIzol®, Dulbecco’s
modified Eagle medium (DMEM), DMEM/F-12, RPMI 1640, HAM-F10, Waymouth
MB752/1, fueron provistos por Gibco® Life Technologies Inc. (Gaithersburg, MD, USA). El

suero fetal bovino (SFB) fue obtenido de Internegocios S.A. (Mercedes, Bs As., Argentina).

El 4cido araquidodnico [5, 6, 8, 9, 11, 12, 14, 15-*H (N)], actividad especifica 62,0
Cimmol™ ([*H]-AA) fue adquirido de Perkin Elmer (Boston, MA, EE.UU.). La hormona
Gonadotrofina Coridnica humana (hCG) fue donada gentilmente por el Dr. Parlow,

National Hormone and Pituitary Program, NIDDK, NIH (Bethesda, MD, USA).
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Los reactivos utilizados en todo el trabajo presentan la mayor calidad y pureza

disponibles.

1. Cultivos celulares

Para el desarrollo del presente trabajo fueron utilizadas lineas celulares
humanas, tumoralesy no tumorales, y lineas celulares murinas tumorales. Dentro de las
lineas humanas tumorales se trabajo con células provenientes de cancer de mama,

préstatay ovario.

Todas las células fueron mantenidas en estufa a 37°C, en una atmosfera
humidificada conteniendo 5% CO.,. Los medios empleados para mantener los cultivos
celulares fueron suplementados con suero inactivado por calor y antibidticos, segun los
requerimientos de cada linea celular. Las particularidades de cada linea celular, y la

descripcidn para la preparacion de sus medios de cultivo, se describen a continuacion.

1.1. Lineas celulares humanas no tumorales

1.1.1. Linea celular HEK-293

Es una linea celular inmortalizada derivada de células renales embrionarias
humanas que se utiliza por su alta eficiencia de transfeccidn, rapida tasa de crecimiento

y capacidad para producir proteinas recombinantes.

Para el mantenimiento de esta linea celular se utilizé6 el medio DMEM

suplementado con 10% de SFBy con 1% de P/S (DMEM completo).

1.1.2. Linea celular HOSE

Es una linea celular de epitelio primario de superficie de ovario humano,
inmortalizada con un vector retroviral (LXSN-16E6E7) que expresa los oncogenes E6/E7

del virus del papiloma humano.

74



MATERIALES Y REACTIVOS

Para el mantenimiento esta linea celular se utilizé el medio DMEM/F12 sin rojo

fenol, suplementado con 10% de SFB y con 1% de P/S (F12 completo).

1.2. Linea celular tumoral murina

1.2.1. Linea celular MA-10

La linea deriva de un tumor de células de Leydig de ratéon, con morfologia
epitelial. Las células tienen la capacidad de sintetizar progesterona como principal
esteroide en respuesta a la gonadotrofina coriénica humana (hCG), dado que poseen

dichos receptores funcionales.

Para el mantenimiento de esta linea celular se utilizé medio Waymouth MB 752/1
suplementado con 15% de suero de caballo (HS), 1,1 g/l de NaHCO3;, Hepes 20 mMy 50

mg/ml de gentamicina (Waymouth completo).

La linea celular fue provista generosamente por el Dr. Mario Ascoli (Universidad

de lowa, Ciudad de lowa, Estados Unidos).

1.3. Lineacelular humana de cancer de mama

1.3.1. Linea celular MDA-MB-231

Es una linea epitelial de glandula mamaria proveniente de efusion pleural,
derivada de adenocarcinoma mamario metastasico, perteneciente a una mujer blanca
de 51 afnos. Se caracterizan por sus células adherentes de morfologia epitelial. Esta es
una linea celular altamente agresiva, invasivay poco diferenciada, que se caracteriza por
su carencia de REay RP, y de la amplificacion de HER2. Se utiliza como modelo para el

estudio del cadncer de mama triple negativo.

Para el mantenimiento se utiliz6é medio de cultivo DMEM completo. La linea
celular fue generosamente provista por el Dr. Vasilios Papadoupoulos (Universidad del
Sur de California, Los Angeles, Estados Unidos), obtenida del Lombardi Comprehensive
Cancer Center (Georgetown University Medical Center, Washington D.C., Estados

Unidos).
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1.4. Lineacelular humana de cancer de prostata

1.4.1. Linea celular PC-3

Esta linea celular de prdstata proviene de metdastasis de hueso, perteneciente a
un hombre caucasico de 62 afos. Son células de adenocarcinoma de grado IV y de

morfologia epitelial. Es una linea de alta agresividad y que no responde a andrégenos.

Para el mantenimiento de esta linea celular se utilizé el medio de cultivo RPMI

1640 suplementado con un 10% de SFBy 1% P/S (RPMI completo).

Esta linea celular fue provista generosamente por la Dra. Susana Nowicki (Centro
de Investigaciones Endocrinoldgicas “Dr. César Bergada” (CEDIE), Hospital de Nifios

Ricardo Gutiérrez, Buenos Aires, Argentina).

1.5. Lineas celulares tumorales humanas de ovario

1.5.1. Linea celular A2780

Es una linea celular que deriva de tejido tumoral de adenocarcinoma de ovario de
una paciente no tratada de 60 afos. Se caracterizan por ser células sensibles a una gran
variedad de agentes quimioterapéuticos utilizados en el tratamiento del cancer, tales

como el cisplatino, la doxorrubicina y la adriamicina.

1.5.2. Linea celular OV-90

Es una linea celular de tipo epitelial aislada del ovario de una paciente con
adenocarcinoma seroso papilar maligno. Deriva de la ascitis maligha de una paciente no
expuesta a quimioterapia o radioterapia. La linea conserva las caracteristicas de los

canceres epiteliales de ovario originales a partir de los que fue derivada.

1.5.3. Linea celular SKOV-3

Es una linea celular de cancer de ovario humano con morfologia de tipo epitelial,

establecida a partir de la ascitis de una mujer caucasica de 64 afios con adenocarcinoma
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de ovario. Las células son resistentes al factor de necrosis tumoraly a variados farmacos

citotéxicos, tales como la toxina diftérica, el cisplatino y la adriamicina.

Para el mantenimiento de estas lineas celulares se utilizé el medio RPMI

completo.

Las cuatro lineas celulares de ovario fueron generosamente provistas por el
laboratorio de la Dra. Carmen Romero (Hospital Clinico de la Universidad de Chile,
Santiago de Chile, Chile) y provienen de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares

Autenticados (ECACC).

1.6. Morfologia celular

A continuaciéon, puede observarse la morfologia de la lineas celulares
anteriormente mencionadas y empleadas en este trabajo de tesis, en alta y baja

confluencia (Figura 5).
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Figura 5. Lineas celulares empleadas como modelo. Lineas celulares correspondientes a
células no tumorales humanas (HEK-293), linea tumoral murina (MA-10), linea humana tumoral
de cancer de préstata (PC-3) y de cancer de mama (MDA-MB-231). Lineas celulares
correspondientes a células humanas de ovario no tumorales (HOSE) y de COE (A2780, OV-90 y
SKOV-3). Para cada linea celular se presenta su correspondiente morfologia en baja y alta
confluencia (primer y segundo panel, respectivamente, en cada linea celular). Imagenes
obtenidas de la ATCC (por sus siglas en inglés: American Type Culture Collection) y de ABM

(Applied Biological Materials Inc.), segun indicacién para cada linea.
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1. Modelado de ACSL4 humanay cribado in silico

El modelado de la enzima ACSL4 y los estudios de docking se realizaron en
colaboracién con el grupo del Dr. Daniel Gédmez (Laboratorio de Oncologia Molecular,

Departamento de Cienciay Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes, Argentina).

El modelado por homologia de la enzima ACSL4 se realizdé con el software
MODELLER (https://bio.tools/modeller), que permite realizar un modelado comparativo
al realizar la estructura 3D de una proteina con estructura desconocida, partiendo de
otra conocida. La estructura a partir de la cual se realizé el modelado fue la de Unica
ACSL determinada al momento, de la especia bacteriana Thermus thermophilus HB8

(17) que comparte alta homologia de secuencia con las enzimas ACSL4 en humanos.

Unavez obtenida la estructura de ACSL4 en mamiferos, se buscaron potenciales
inhibidores farmacolégicos mediante un cribado in silico, evaluando la biblioteca de
compuestos quimicos de Enamine Advanced Collection para identificar aquellos que

pudieran interactuary bloquear la actividad enzimatica.

Para realizar el docking entre la enzima y las posibles moléculas inhibidoras, se
utilizé el dominio hidrofébico perteneciente al tunel del acido graso que contiene
ademas un residuo aromatico clave en la union del sustrato. Se utilizé como diana este
residuo que corresponde a la lisina 572 (K572) de la isoforma 2 de ACSL4 humana
(secuenciadereferencia NCBI: NP_001305438.1) y a lisina 531 (K531) en la secuencia de
la isoforma 1 de ACSL4 (secuencia de referencia NCBIl: NP_004449.1). Se utiliz6 el

programa AutoDockVina (https://vina.scripps.edu) para realizar el cribado virtual (157).

2. Sintesis y caracterizacion del compuesto PRGL493

La sintesis y caracterizacién del compuesto se realizé en colaboracién con el
grupo del Dr. Juan Bautista Rodriguez (Departamento de Quimica Organica, Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Unidad de Microanalisis y

Métodos Fisicos Aplicados a Quimica Organica (UMYMFOR), Argentina).
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La sintesis del compuesto 4-(3-(5-metilfuran-2-il)-1-fenil-1H-pirazol-4-il)-3,4-
dihidrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,3,5]triazin-2-acetamida (PRGL493) se llevé a cabo
mediante la acetilacion del compuesto 4-(3-(5-metilfuran-2-il)-1-fenil-1H-pirazol-4-il)-
3,4-dihidrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,3,5]triazin-2-amina (P-PRGL493). Se realizé bajo
una atmoésfera de argdn seca, y el material de vidrio utilizado se sec6 previamente a la
llama, dado que lareaccion es sensible ala humedad. Los productos quimicos utilizados
son de uso comercialy se usaron sin purificacion adicional. La piridina se destilé a partir

de granulos de hidréxido de potasio.

La soluciéon de P-PRGL493 (40 mg, 97,7 umol) en piridina (1 ml) a 0°C fue tratada
con anhidrido acético (1 ml) y la mezcla fue agitada a 0°C durante 1 hora. Luego, el
solvente fue evaporado y el producto fue purificado por cromatografia en columna con
placas de gel de silice de E. Merck (Kieselgel 60, de 230 a 400 mallas). Luego fue eluido
con cloruro de metileno, obteniéndose 36 mg (79,7 pmol, 86% de rendimiento) de

PRGL493.

El compuesto PRGL493 es soélido amarillo palido, cuya férmula molecular es

C2sH21N7;0O, y su masa molecular es 451,18.

Se procedié a la caracterizacion del compuesto PRGL493 sintetizado. Se
determiné su punto de fusion utilizando un aparato Fisher-Johns y resulté ser mayor de
210°C. Se sometié a una cromatografia de capa fina (TLC) analitica empleando placas
de gel de silice comerciales revestidas de 0,2 mm (E. Merck, Laminas de aluminio DC
recubiertas con Kieselgel 60 F254) y una fase mévil de cloruro de metileno-metanol en
una proporcion 9:1, obteniéndose un factor de retenciéon (R¢) de 0,65. Se realizd su
caracterizacion empleando resonancia magnética nuclear (RMN) con el dispositivo
Bruker Avance NEO 500. Los cambios quimicos se informan en partes por millén (ppm)
en relacion con el tetrametilsilano. Los espectros de 'C RMN se desacoplaron
completamente. En elespectro '"H RMN, se observé un pico a 2,52 ppm como un singlete,
lo que confirmé definitivamente la incorporacién del grupo acetilo en su precursor
sintético. En el espectro correspondiente de '*C RMN, el pico que apareci6 a 21,3 ppm
indicé la presencia del grupo metilo (CH3;C(O)) unido al grupo acetilo, mientras que el
pico observado a 173,7 ppm mostré la incorporaciéon de este grupo funcional, es decir,
la parte carbonilica del grupo acetilo (CH3;C(O)). El compuesto fue caracterizado
finalmente por espectrometria de masas por ionizacién por electroespray de alta

resolucion (HRMS-ESI) utilizando un espectrometro Bruker micrOTOF-Q II, un
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espectrometro de masas de tiempo de vuelo de cuadrupolo hibrido con capacidad MS-
MS. Los datos de la espectrometria de masa (restando la masa del protdn adicional de
la técnica) indicaron claramente que la fdrmula molecular del compuesto obtenido fue
C2sH21N70O,, con una masa calculada de 451,1835 y una masa encontrada de 451,1822

(la proximidad entre ambos datos confirma la identidad del compuesto).

3. Preparacion del plasmido

3.1. Cepabacteriana

La cepa de Escherichia coli utilizada en las transformaciones de plasmidos fue
XL1- Blue de Stratagene Labs Systems (La Jolla, CA, USA) cuyo genotipo es: endA1,
gurA96, hsdR17, recA1, relA1, supE44, thi-1, F "lacqZ AM15, proAB, Tn10.

3.2. Preparacion de bacterias Escherichia coli competentes

Para la preparacion de bacterias competentes, se inoculd una colonia aislada de
la cepa Escherichia coli XL1-Blue en 5 ml de medio LB (Luria-Bertani) (10 g triptona, 5 g
extracto de levadura, 5 g NaCl para 1 litro de volumen) y se incubé a 37°C con agitacién
continua durante toda la noche. A continuacién, se sembré una alicuota de 0,1 ml del
cultivo de bacterias en 10 ml de medio LB fresco y se incubd nuevamente a 37°C con
agitacion hasta llegar a la fase de crecimiento exponencial (DOgoonm = 0,4 - 0,6). Luego, el
cultivo fue centrifugado a 5.000 rpm (Sorvall SS34) durante 10 minutos y el sedimento
fue resuspendido en 5 ml de CaCl, 50 mM frio y estéril. La suspensién fue mantenida en
hielo durante 20 minutos, repitiendo posteriormente el paso de centrifugacién. En este
caso, el sedimento obtenido se resuspendié en 1 ml de solucién fria de CaCl, 50 mMy
se incubd durante toda la noche a 4°C con el agregado de glicerol estéril (25%). A
continuacion, las células fueron fraccionadas en alicuotas de 200 ply se conservaron a

-70°C.

3.3. Transformacion de Escherichia coli XL1-Blue competentes

Todos los materiales para el procedimiento de transformacién, incluyendo las
soluciones y los tubos de polipropileno, se mantuvieron a 4°C durante todo el proceso.

Las bacterias competentes se descongelaron durante 30 minutos en un bafio de
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hielo/H,0. En un tubo Eppendorffrio se colocaron 10 plde la solucién de ADN plasmidico
(0,1 pg) y se adicionaron 200 pl de la suspensidn de bacterias competentes mezclando
con pipeta para homogeneizar la mezcla. Se dejd estabilizar durante 30 minutos a 4°Cy
luego se realizé un choque térmico a 42°C por 45 segundos, seguido inmediatamente
por una incubacion en hielo durante otros 2-3 minutos. Posteriormente se adicionaron
800 ulde medio LBy seincubaron a 37°C durante 60 minutos, para lograr larecuperacion
de las células. Finalmente se centrifugd a temperatura ambiente a 10.000 rpm durante 3
minutos y las bacterias del residuo se plaquearon en placas conteniendo LB agar-

ampicilina (50 yg/mL). Las placas se incubaron en estufa durante toda la noche a 37°C.

3.4. Aislamientoy purificacion de ADN plasmidico

Para la purificacion del ADN plasmidico a mediana escala (MIDIPREP) se utilizé
el sistema Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System (Promega) procediendo de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Colonias bacterianas aisladas
transformadas seleccionadas se inocularon en 100 ml de LB ampicilina y se incubaron
durante toda la noche a 37°C con agitacion continua. El cultivo obtenido se centrifugo a
10.000 xg durante 10 minutos a 4°C y el sedimento se resuspendié en 3 ml de una
solucion conteniendo Tris-HCL 50 mM pH 7,5, EDTA 10 mM y ARNasa A 100 mg/mL. A
continuacion, se agregaron 3 ml de solucidén de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1%) y 3 ml de
solucién de neutralizacién (acetato de potasio 1,32 M, pH 4,8). La mezcla se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La suspension resultante se centrifugd a
14.000 xg durante 15 minutos a 4°Cy el sobrenadante se trasvasoé a un tubo conteniendo
la resina DNA Wizard®. La mezcla ADN/resina se trasvaso a una columna conectada a
una bomba de vacio. Luego de aplicar vacio, el ADN plasmidico quedo retenido en la
columna. La matriz se lavé dos veces con 15 ml de una solucién de lavado conteniendo
AcK 80 mM, Tris-HCL 8,3 mM pH 7,5, NaCl 200 mM, EDTA 10 mMy etanol 55%. Luego de
secar la resina durante 30 segundos, se corté la columnay la parte inferior de la misma
se transfirio a un tubo Eppendorf. El sistema se centrifugd a 10.000 x g durante 2 minutos.
Finalmente, el ADN de la resina se incubdé con 300 pl de H,0 libre de nucleasas a 60°C
durante 1 minuto y posteriormente se eluyd por centrifugacién a 10.000 x g durante 20

segundos.
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3.5. Digestion con endonucleasas de restriccion

Para verificar la identidad de los plasmidos obtenidos se realizd6 un mapa de
restriccion. Para la digestion con endonucleasas de restriccion, 1 ug de ADN se digirid
con 5 Ul de enzimas de restriccion en una mezcla de digestion conteniendo 2 ul del buffer
dereaccion 10X adecuado para la reaccion, 2 yl de BSA acetilada (2 mg/ml) y H,Od hasta
un volumen final de 20 pl. Se incubd durante 2 h a 37°C con agitacién suave. Los

productos de la digestion se resolvieron en gel de agarosa.

3.6. Electroforesis en geles de agarosa

Para laresolucién de muestras de ADN se utilizaron geles de agarosa de 1,5% p/v
conteniendo 0,5 mg/ml de bromuro de etidio y preparados en solucidon TAE (solucién
amortiguadora Tris acetato EDTA) ( 4,84 g Tris-HCL; 1,14 ml acido acético glacial; 0,74 g
Na,EDTA.2H,0 pH 8,3, en volumen de 1 litro). La separacién se realizé en un aparato de
electroforesis horizontal conteniendo soluciéon TAE a voltaje constante (80 voltios). La
visualizacion de los fragmentos se realizé utilizando un transiluminador de luz
ultravioleta de 305 nm. Se obtuvieron fotografias con una camara digital Nikon y las
imagenes de los geles se cuantificaron con el software Gel-Pro analyzer (IPS, North

Reading, MA, USA).

4. Produccion de ACSL4 recombinante

Para la obtencidn de la proteina recombinante se utilizé la linea celular HEK-293.
Las células fueron cultivadas en una botella T75 a una confluencia del 70%. Para la
transfeccién de las células se utilizé el plasmido de expresién en mamiferos pCMV6-
Entry (Figura 6, A), conteniendo en el sitio de clonado miltiple la secuencia
correspondiente a ACSL4 (plasmido FACL4 Human Tagged ORF Clone) (Figura 6, B) de
Origene® (Rockville, MD, USA). Dicho vector contiene la secuencia de la proteina ACSL4
unida a una etiqueta FLAG (DDK-Myc), utilizada para la inmunoprecipitacién de la
proteina recombinante ACSL4-FLAG. El gen de ACSL4 se encuentra regulado por el
promotor constitutivo de citomegalovirus humano (promotor CMV) y se encuentra
clonado en el vector entre los sitios de restriccion Sgfl y Mlul. La transfeccidn se realizé

utilizando Lipofectamina 2000 ™ (Invitrogen) segln indicaciones del fabricante.
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Figura 6. Mapa de los vectores plasmidicos pCMV6-Entry y RC205356 (ACSL4-FLAG). (A).
Mapa del plasmido comercial pPCMV6-Entry. (B). Mapa del plasmido comercial RC205356 (FACL4
Human Tagged ORF Clone) conteniendo a la proteina ACSL4 clonada en el sitio multiple de

clonado junto a una secuencia DDK-Myc (FLAG), bajo el promotor fuerte CMV.

Luego de 48 horas posteriores a la transfeccién, se descarté el medio de
incubacion y se lavé 3 veces con solucién buffer fosfato salino (PBS) que contiene NaCl
137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 4,3 mM, KH,PO, 1,47 mM (pH 7,4). Las células fueron
cosechadas con PBS conteniendo inhibidores de proteasas y ditiotreitol (DTT) (1mM), en
un volumen de 500 pl (buffer de lisis). La ruptura celular fue realizada mediante
ultrasonido con un sonicador Branson 250 (VWR International, Radnor, PA, EE. UU.),
realizando tres ciclos de pulsos de duraciéon de diez segundos cada uno, con una

amplitud del 10%.

La obtencién de la proteina recombinante ACSL4-FLAG se realiz6 mediante
inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-FLAG (anti-DDK, OTI4C5, Origene Technology,
Inc.), incubando por 2 horas a 4°C con agitacién lenta. Cumplido el tiempo, se agregaron
esferas de agarosa con proteina A/G (Invitrogen) y se continud agitando por otras 2 horas.
Posterior a la incubacion, las esferas fueron colectadas por centrifugacion (1000 xg a
4°C, durante 5 minutos). Se descarté el sobrenadante, y se conservd y lavo el pellet con

PBS, repitiendo el procedimiento tres veces desde el paso de centrifugado.
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La presencia de la proteina recombinante fue evidenciada mediante un ensayo
de western blot, utilizando anti-FLAG 1/2500 (Origene). Para realizar la separacion de las
esferas de agarosa de la proteina recombinante se hirvieron las muestras en 20 pl de

buffer de siembra. Las muestras fueron corridas en un gel SDS-PAGE 10%.

5. Ensayo de actividad enzimatica con proteina recombinante

Una vez obtenida la proteina recombinante se realizé el ensayo de actividad,

utilizando el protocolo de Kimy col. (158) con modificaciones menores.

Brevemente, se realizd la cuantificacion de la formacién del producto a partir del
sustrato marcado radiactivamente con tritio, siguiendo de esta forma la actividad
enzimatica de la proteina recombinante ACSL4-FLAG. Es decir, se cuantifico la
formacién de [*H]-AA-CoA a partir de [*H]-AA. La reaccién de formacion de producto
comienza al realizar el agregado de la enzima recombinante, y finaliza con el agregado
de acetato de etilo. Para el ensayo se preparé un buffer adecuado para el desarrollo de
la actividad enzimatica (Tris 175 mM (pH 7,4), MgCl, 8 mM, DTT 5 mM, ATP 10 mM, y CoA
250 puM, AA 50 pM y [®H]-AA (0.25 pCi)). La enzima ACSL4-FLAG recombinante, obtenida
previamente, fue utilizada para los distintos tratamientos a estudiar. Se incubd
fracciones de la enzima en presencia de distintas concentraciones del inhibidor
PRGL493 (en un rango de 0 a 100 uM) o de rosiglitazona (en una concentracion de 100

MM), durante 10 minutos a 37°C en la solucion buffer de actividad.

Luego, se procedié a la extraccion del [*H]-AA-CoA formado mediante el
agregado de acetato de etilo (seis volumenes por cada volumen de solucion de
actividad). Se centrifugd a una velocidad de 800 xg durante 5 minutos para separar las
fases, quedando la fase organica en la parte superior del tubo y la fase acuosa en la
inferior. Se colocaron los tubos cinco minutos en el freezer a temperatura -70°C, de
modo de congelar la fase acuosa. Con el procedimiento descripto, mientras que la fase
acuosa se congela, la fase organica (superior) permanece liquida, permitiendo
descartarla por volcado. Se realizé la extraccidon con el procedimiento descripto tres

veces sucesivamente.

De la fase acuosa se tomod una alicuota y se colocd en un tubo de polipropileno,

conteniendo 1 ml de solucién de centelleo Optiphase® para realizar la medicién en el
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contador B de centelleo Rackbeta 1214. Como controles se emplearon: buffer de
actividad sin enzima (cuentas totales) y la solucion buffer de actividad con enzima
previamente inactivada por calor (blanco, control inespecifico). Para calcular la
actividad enzimatica total se utilizé el valor de radioactividad obtenido (cuentas por
minuto, CPM), y el resultado se expresé como porcentaje de actividad para cada una de

las concentraciones ensayadas.

6. Ensayo de actividad enzimatica en lineas celulares

Para medir la actividad de ACSL4 en diferentes lineas celulares se empled la
medicidon de la transformacion de [*H]-AA hacia [*H]-AA-CoA, de acuerdo con el
protocolo descrito previamente. Este ensayo se realizd en las lineas celulares MA-10,

MDA-MB-231y PC-3.

Para realizar el ensayo se reemplazé el medio de cultivo completo en el que se
cultivaron las distintas lineas celulares por medio de cultivo libre de suero, conteniendo
0,5% de BSA libre de acidos grasos y [*H]-AA 0,5 uCi/mly se incubd durante 3 horas a
37°C. Luego, se incubd durante 3 horas con PRGL493 o rosiglitazona, en un rango
variable de concentraciones. Posteriormente, a la linea celular MA-10 se adiciond el
analogo permeable del AMPc, el 8Br-AMPc (0,5 mM), y se incubd durante 1 hora. En
cambio, a las lineas MDA-MB-231y PC-3 se les agregd SFBy se incubd durante 48 horas.

Se obtuvieron los lisados celulares utilizando un buffer de lisis de composicion

Tris 20 mM (pH 7,4), Triton X-100 0,5%, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, y NaCl 130 mM.

La extraccion lipidica se realizé utilizando acetato de etilo (seis volumenes de
solvente por cada volumen de lisado celular). Se centrifugd a una velocidad de 800 xg
durante cinco minutos y se separaron las fases, quedando la fase organica en la parte
superior del tubo y la fase acuosa en la inferior. Se colocaron los tubos cinco minutos a
-70°C, de modo de congelar la fase acuosa. Se separaron las fases descartando por
volcado la fase organica. Este procedimiento se realiz6 dos veces para aumentar la

eficiencia de la extraccién, tal como se menciond anteriormente.

Para evaluar la formacion del producto [*H]-AA-CoA, se tom& una alicuota de la
fase acuosay se colocd en tubos conteniendo 1 ml de solucién de centelleo Optiphase®

para realizar la medicién en el contador B de centelleo Rackbeta 1214.
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7. Cuantificacion de esteroides

7.1. Tratamientos para evaluar la produccion de esteroides

Las células de linea celular de Leydig MA-10 fueron tratadas durante 3 horas con
PRGL493 (concentraciones entre 1 y 50 pM) o con rosiglitazona 200 pM. Células
consideradas control fueron incubadas con el vehiculo correspondiente (dimetil
sulféxido, DMSO). Posteriormente, las células fueron estimuladas durante 1 hora con

8Br-AMPc 0,5 mM o con 22(R)-(OH)-colesterol 5 uM.

Las células de lalinea celular de cancer de prostata PC-3 fueron tratadas durante

48 horas en presencia del inhibidor PRGL493 50 uM o vehiculo (DMSO).

Finalizado el tiempo de tratamiento, se recolectaron los medios de incubacion

para medir los niveles de P4 por radioinmunoanalisis (RIA).

7.2. Concentracion del medio para la determinacion de esteroides

Dado que la linea PC-3 es una linea celular con baja produccién de esteroides,
para realizar la determinacién por RIA a partir del medio de cultivo fue necesario
aumentar al maximo la superficie de células sembradas (botella T-75), y por lo tanto el
volumen de medio de cultivo, para posteriormente concentrarlo, utilizando un protocolo

modificado de concentracion de esteroides.

Para realizar la concentracion y extraccién de esteroides a partir del medio de
incubacion, se recolecté el medio (5 ml) de los T-75 luego de los tratamientos. Se agregd
alas muestras una mezcla de metanolen agua (relacién 2:10), de modo de diluir al quinto
el medio de cultivo recolectado (conformando esta mezcla la fase mévil), y se procedid
arealizar la extraccién de esteroides. Para el proceso se utilizaron columnas Strata C18-
T de fase reversa (Phenomenex, Torrance, CA, USA), requiriendo la aplicacién de presién
negativa en la extraccion de la fase movil. Para la elucion se utilizé 1 ml de éter sulfurico,
solvente no polar, teniendo la precaucion al eluir de no permitir la salida del rojo fenol
presente en el medio de cultivo, que se evidencia por una banda roja en la columna. Al
no incorporar dicha fraccién se evitan interferencias posteriores por la presencia del

colorante.

89



METODOLOGIA

Luego de larecoleccion, la fase eluida se seco el solvente bajo una atmodsfera de
N2(gas), quedando en el tubo el concentrado de los esteroides. Luego, para su
disolucion, se agregd un volumen de 100 pl de una solucién conteniendo gelatina 0,1%
en PBS (PBS-gelatina). El total de los 100 pl fue utilizado como alicuota para la

determinacion de los correspondientes esteroides por la técnica de RIA.

7.3. Determinacion de esteroides por radioinmunoanalisis (RIA)

Parala determinacién de los valores de P4 o testosterona por RIA se partié de una
alicuota del medio de cultivo recolectado (linea MA-10) o de la alicuota del extracto

concentrado en PBS-gelatina (linea PC-3).

Para las determinaciones de P4, a cada una de las alicuotas de muestras se le
agregd 100 pl de P4 radioactiva (10.000 dpm) y 100 pl de anticuerpo anti-P4 (1/42000
disuelto en PBS-gelatina 1%). Para las determinaciones de testosterona en plasma de
ratones, a cada una de las alicuotas de muestra se le agregd 100 pl de testosterona
radioactiva (10000 dpm) y 100 pl de anticuerpo anti-testosterona (1/3000 disuelto en

PBS-gelatina 1%). En ambos casos, se incubo durante toda la noche a 4°C.

Al cabo de este periodo, los tubos se colocaron en una bandeja conteniendo en
agua-hielo, y se les adicioné en cada uno un volumen de 200 yl de carbén activado
(0,625% P/V), de modo de separar por precipitacién la hormona libre que no se hubiera
unido al anticuerpo agregado. Luego de 7 minutos desde que se adiciond el carbdn
activado, se centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, los
sobrenadantes se transfirieron de forma inmediata a tubos conteniendo 1 mlde solucién
centelleadora Optiphase®. La medicién se realizé en el contador B de centelleo Rackbeta
1214, y se calcularon los valores totales de esteroides en base al volumen total y a la

alicuota utilizada en cada caso.
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7.4. Cuantificacion de pregnenolona por ELISA

Para la determinacién de los niveles de P5 circulante en plasma de ratones, se
empled un kit de ELISA (por su acréonimo en inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay)(Abnova, Taipei City, Taiwan).

Se pipetearon 50 yl de cada muestra estandar, controles y muestras de plasma
de ratones en los pocillos etiquetados correspondientes por duplicado. Luego se
colocaron 100 pL de la solucién de trabajo P5 conjugada con peroxidasa de rabano
picante (HRP) en cada pocillo. Se incubé en un agitador de placas a 200 rpm durante una
hora atemperatura ambiente. Luego, se lavo tres veces cada pocillo con 300 pl de buffer
de lavado, sacando cada vez el liquido por volcado y golpeo firme de la placa contra
papel absorbente para asegurarse de que no quedaran restos liquidos. Posteriormente,
se colocaron 150 pl del sustrato (3,3°,5,5’-tetrametilbencidina y perdxido de hidrégeno)
en cada pocillo, incubando en un agitador de placas durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, se pipetearon 50 ul de solucién de finalizacién del ensayo (acido
sulfurico 1 M) en cada pocillo, teniendo en cuenta que se respetaran los mismos
intervalos de tiempo empleados en la colocacion del sustrato. A los 20 minutos desde la
adicion de la solucion de finalizacidn, se leyd la absorbancia a 450 nm en un lector de

microplacas multimodo Synergy HT (Biotek, Winooski, Vermont, USA).

7.5. Determinacion de corticosterona por ensayo fluorométrico

El material de vidrio utilizado fue lavado con detergente, enjuagado con alcohol
y secado antes de su uso. Las lecturas de fluorescencia se realizaron en el fluorémetro

Jasco.

A las alicuotas de plasma de ratones se les adiciond agua destilada hasta
completar un volumen de 3 ml. Se utiliz6 como blanco agua destilada, en el mismo
volumen, adicionando a la medicién del ensayo tubos patrones con diferentes
concentraciones de corticosterona (entre 0y 750 ng de corticosterona). Los patrones se
realizaron en una fase acuosa total de 3 ml. Se adicioné a cada uno de los tubos 2 mlde

diclorometano, y se agitaron vigorosamente los tubos conteniendo la mezcla durante 15
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segundos. A continuacion, se centrifugd durante diez minutos a 2500 rpm, de modo de

separar las fases.

La fase acuosa (superior) fue descartada por aspiracion con pipetas de punta
fina, conservandose la fase inferior perteneciente a la fase organica. Se adicioné a cada
tubo 1,8 ml de una mezcla de acido sulfurico con etanol (7:3, V/V), agitando
vigorosamente durante 15 segundos. Se centrifugd durante diez minutos a 2500 rpmy se
descart6 la fase superior con pipetas de vidrio de punta fina. Se conservaron las fases
organicas y, pasados 40 minutos, se realizaron las mediciones. La capa de &acido
sulfurico fue pipeteada en una cubeta de fluorémetro y se midié la fluorescencia

(Aexcitacién: 470 nm, Aemisién: 520 nm)-

Los resultados se calcularon en base a la curva estandar realizada. La
concentracion (C) en microgramos por 100 ml se obtuvo mediante la férmula: C = A x

100/V, donde V es el volumen (en ml) de plasma utilizados.

8. Proliferacion celular

8.1. Ensayo de proliferacion por MTT

Para el ensayo de proliferacion por MTT (bromuro 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil tetrazolio) se sembraron 3000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos y se
incubaron en atmésfera humidificada con 5% de CO, durante toda la noche. Al dia
siguiente las células fueron incubadas en medio libre de suero, y a las 24 horas se
colocaron los tratamientos correspondientes. Se incubaron durante 72 o 96 horas,

segun el tratamiento.

Cumplido el tiempo, en cada pocillo conteniendo 200 pl de medio se colocé un
volumen de 20 pl de solucién MTT (5 mg/mlen PBS) y se incubd durante 2,5 horas a 37°C,
cubriendo la placa con papel aluminio para resguardarla dado que el reactivo MTT es
sensible a la luz. Posteriormente, se retiré el medio y se agregaron 200 yl de DMSO por
pocillo, de modo de solubilizar los cristales de formazan formados por la actividad

metabdlica celular de las células viables. La placa se agito vigorosamente durante 15
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minutos en oscuridad. Luego, se midi6 la absorbancia a 570 nm, utilizando el lector de

microplacas (Synergy HT).

8.2. Ensayo de proliferacion por Bromodesoxiuridina (BrdU)

Para la determinacion de la proliferacion celular por ensayo de BrdU se realizé la
siembra de 3000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos. Al dia siguiente se
reemplazé el medio celular completo por medio libre de suero. Luego de 24 horas se

colocaron los tratamientos correspondientes y se realizé una incubacion de 96 horas.

Cumplido el tiempo, se procedié a la determinacion de la proliferacion celular
utilizando el kit comercial (Roche). Se agregd en cada pocillo solucién de BrdU 10 pM
final y se incubd a 37°C durante 2 horas. Se removié el medio celular y se fijaron las
células con la solucion de fijacién/desnaturalizacion provista por el kit durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se removié nuevamente el medio y se agregd una
solucién conteniendo el anticuerpo conjugado anti-BrdU, de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Luego de 90 minutos, se removiéo el medio y se

realizaron tres lavados con PBS, de modo de eliminar el anticuerpo no unido.

Posteriormente, se agregaron 100 ul de una solucién conteniendo al sustrato, y
se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Previo a la medicién se frené la
reaccién con 25 plde H.SO,4 1 M, incubando un minuto en agitacién al resguardo de la luz
a temperatura ambiente. Se midié la absorbancia a 450 nmy a 690 nm (longitud de onda

de referencia) en el lector de microplacas (Synergy HT).

9. Ensayo de migracion celular por cierre de herida

Para el estudio de la migracién celular se realizé un ensayo de cierre de herida.
Se sembraron 200.000 células por pocillo en una placa de 6 pocillos. Al dia siguiente, se
coloraron los tratamientos y se incubaron las células a 37°C en una atmdsfera
humidificada con 5% de CO, durante 48 horas. Con las células en confluencia, se

realizaron dos lineas rectas perpendiculares entre ellas, realizando dicha herida con una
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punta de pipeta de 10 pl. Se lavd 3 veces con PBS para eliminar las células levantadas, y
se consideré el momento de la herida como tiempo 0. Se tomaron fotos monitoreando el
cierre de la herida a distintos tiempos hasta alcanzar las 24 horas, o hasta cerrarse la

herida por completo.

Para la obtencion de las imagenes se utilizé un microscopio 6ptico de contraste
Olympus BX50, con un aumento 40X, conteniendo una camara digital Cool/Snap Proof
Color PM-c35 acoplada. El ancho de cierre de las heridas se determiné a partir de las

fotos a través de la utilizacion del software de analisis de imagenes Image Pro-Plus.

10. Inmunohistoquimica

Las secciones histolégicas tumorales de todos los grupos de los modelos de
Xenoinjerto se procesaron para inmunohistoquimica con el fin de evidenciar la
localizacidn de la expresién proteica de Ki67, REay RA. ELmétodo de inmunoperoxidasa
con estreptavidina-biotina utilizado ha sido descrito previamente por (159). Se realizé la
desparafinacion e hidratacién de los preparados, para luego inhibir la actividad de la
peroxidasa enddégena con H,0, al 3% (vol/vol) en metanol. Los antigenos se recuperaron
incubando las muestras en solucidon buffer citrato 0,01 M (pH 6) en un microondas
durante 30 minutos. Todas las secciones se incubaron con los anticuerpos primarios y
la deteccion se realizd con el Biotinilated Link (Cell Marque). Los antigenos se
visualizaron con el sistema de deteccién CytoScan HRP (Cell Marque), y se utilizé 3,3-
diaminobencidina (Liquid DAB-Plus Substrate Kit; Zymed, San Francisco, CA, EE. UU.)
como cromadgeno. Por ultimo, los portaobjetos se lavaron con agua destilada, se tifieron
con hematoxilina, se deshidratarony se montaron. Paravalidar el bloqueo de la actividad
de la peroxidasa enddgena, algunas secciones se incubaron sélo con DAB. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron anti-Ki67 Clon 7B11 (Invitrogen) 1:50, anti-REa
(1D5) (Dako) 1:50 y anti-Androgen Receptor-Affinity PA1-110 (Thermo Fisher Scientic)
1:200.

Las secciones histolégicas de biopsias ovaricas se procesaron para
inmunohistoquimica con el fin de evidenciar la localizacién de la expresiéon proteica de

ACSL4.
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Las pacientes fueron reclutadas del Hospital Clinico de la Universidad de Chiley
el Instituto Nacional de Cancer de Chile (160). Cada paciente firmo un consentimiento
informado aprobado por el Comité de Etica de ambas instituciones. Los tejidos fueron
clasificados por un experto en patologia. Todas las pacientes eran menopausicas o post

menopadusicas al tiempo del estudio sin diferencias estadisticas en la edad.

Lainmunotincion se realizé en secciones de 5 um de biopsias ovaricas fijadas en
formoleincluidas en parafina. Brevemente, las secciones de tejido se desparafinaron en
xileno y se hidrataron en una serie de alcoholes graduados. Las secciones se
reconstituyeron con 10 mM de buffer citrato de sodio a 95°C durante 20 minutos. Las
secciones fueron enjuagadas en PBS e incubadas con solucion de bloqueo (1,5% suero
de cabraen 0,3% Triton-X100 en PBS) durante 1 hora atemperatura ambiente e incubada
con anticuerpo de conejo policlonal anti-ACSL4 (1/100) en camara humeda por 24 horas
at 4°C. La deteccion del anticuerpo primario fue realizada mediante la incubacién con el
anticuerpo de cabra anti- conejo conjugado a Cy2 (Molecular Probes, Eugene, OR).
Después de lavados con PBS, las secciones fueron montadas con el reactivo FluorSave
(Calbiochem, CA, USA) y examinada en un microscopio Olympus BX 50 de

epifluorescencia.

11.Ensayos in vivo

11.1. Produccion de esteroides in vivo en ratones

Para la produccion de esteroides en ratéon todos los procedimientos llevados a
cabo fueron aprobados por el Comité de Etica y Bienestar Animal segin los
Procedimientos Operativos Estandarizados del Centro de Medicina Comparada del
Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICIVET-Litoral) y por el Comité de Etica 'y

Seguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral.

Para el estudio, ratones BALB/c machos de 30 dias de edad se trataron con una
inyeccidon intraperitoneal (50 pl por ratén) del compuesto PRGL493, con
concentraciones en un rango entre 250 y 2500 pg/kg de peso corporal, o con solucion
salina (para los ratones control). Luego de 3 horas del comienzo del tratamiento, los

animales fueron inyectados por una unica vez con hCG en forma subcutanea (300
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U/ratén), de modo de activar la esteroidogénesis testicular. Luego de 3 horas, los
animales fueron sacrificados y se les extrajo plasma para evaluar los niveles de distintas
hormonas esteroides. Se analizaron los niveles de P4 y testosterona por RIA, los niveles

de P5 a través de ELISAy los niveles de corticosterona mediante ensayo fluorométrico.

11.2. Modelos de xenoinjerto de cancer de mamay prostata

Para el modelo de xenoinjerto se utilizaron ratones nude NLAE: NIH(S)Fox1™, de
entre 7y 8 semanas de edad. Se realizaron suspensiones celulares de las lineas MDA-
MB-231 0 PC-3, en una cantidad de 5 x 108 células, y se mezclaron con el soporte Matriz

Matrigel® (BD Biociencias), manteniendo una relacién 3:1.

Las suspensiones de células MDA-MB-321 (para el modelo de cancer de mama)
o de células PC-3 (para el modelo de cancer de prdstata) fueron inyectadas en el flanco
derecho de los ratones, y se esperd la formacidon de tumores. Al quinto dia de la
inoculacion de las células, los ratones que desarrollaron tumores se separaron
aleatoriamente en dos grupos (4 ratones por grupo). A uno de los grupos se le administré
inyecciones intraperitoneales diarias con el compuesto inhibidor PRGL493 (250 pg/kg de
peso corporal) y al otro grupo se le administré inyecciones diarias con vehiculo (grupo
control). El tratamiento se extendié durante 43 dias en el modelo de cancer de mama, y

durante 34 dias en el modelo de cancer de prostata.

El volumen tumoral (mm?) fue determinado semanalmente usando un calibre y
se calculd usando la formula: Volumen= ancho? (mm) x longitud (mm)/2. y los ratones
fueron pesados una vez a la semana. El peso promedio corporal al principio del
tratamiento fue de 22,5 gramos. Los ratones dispusieron durante todo el tratamiento de
acceso libre a comida, agua y camas, y se mantuvieron expuestos a ciclos de luz y

oscuridad de 12 horas cada uno, en jaulas con filtro superior.

El experimento se finalizé segun las guias vigentes aprobadas
institucionalmente. Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y luego
necrosados. Los tumores fueron removidos, fotografiados y procesados para

inmunohistoquimica.
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12. Analisis de proteinas

12.1. Obtencion de proteinas totales desde el cultivo celular

Se cultivaron 1 x 10° células en placas de 6 pocillos. Finalizados los diferentes
tratamientos, se aspiraron los medios de cultivo y se lavd cada pocillo con 1 ml de PBS
1X. Luego, las células fueron lisadas utilizando un buffer hipotdnico denominado buffer
de lisis (Tris-HCL 20 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaCl 125 mM y Trit6n® X-100
1%) al que se le adicionaron inhibidores de fosfatasas y de proteasas (leupeptina 10 mM,

pepstatina A1 mM, PMSF 1 mM, Na3;VO, 200 mM, NaF 50 mMy B-glicerol fosfato 40 mM).

La lisis celular se realizé colocando en cada pocillo un volumen de buffer de lisis
variable entre experimentos, usando entre 100 y 200 pl dependiendo la concentracién
final buscada de la proteina en estudio. Las células se lisaron mecanicamente en frio.
Posteriormente, se centrifugd a 3000 xg por 10 minutos a 4°C y se continud trabajando

con el lisado celular contenido en el sobrenadante, descartando el pellet.

12.2. Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el método colorimétrico de Bradford
(161) adaptado a micrométodo. Brevemente, se colocaron 200 plde una diluciéon acuosa
1:4 del reactivo de Bradford (Bio-Rad protein Assay) en pocillos de una placa de 96.
Luego, se agregaron alicuotas de las muestras de extractos proteicos. En paralelo, se
realizé6 una curva estandar con concentraciones conocidas de BSA como solucién
patron. Cada determinacion se realizd por duplicado. Posteriormente, se midi6 la
absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas (Synergy HT) y se determind la

concentracién de proteinas a partir de la curva estandar.

12.3. Preparacion de muestras para la siembra

Luego de realizada la cuantificacién, se agregé al lisado celular de cada muestra
procesada buffer de siembra conteniendo SDS (Tris- HCl pH 6,8 62 mM, SDS 2%, glicerol

10%, B-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,1%).
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Las muestras se incubaron a 95°C durante 5 minutos, de modo de provocar la

desnaturalizacién de las proteinas.

12.3.1. Preparacion de los geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes

Se prepararon geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes en
vidrios que permitian geles de un grosor de 0,75 mm (con calles de 20 pl de volumen
maximo), utilizando los armadores y elementos del sistema MiniProtean Ill System de

Bio-Rad.

El gel concentrador se preparo utilizando acrilamida 5% y bisacrilamida 0,136%
en Tris-HCL 0,125 M (pH 6,8) conteniendo SDS 0,1%. En la preparacion del gel separador
se utilizé con bisacrilamida 0,22% en Tris-HCL 0,375 M (pH 8,8) conteniendo SDS 0,1%.
Al preparar el gel separador se tuvo en cuenta el peso molecular de las proteinas de
interés a utilizar en la corrida electroforética, por lo que la cantidad de acrilamida del gel

separador variaba entre un 8 y un 12%.

12.3.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las proteinas obtenidas y cuantificadas fueron sembradas en los geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y se realizé la corrida electroforética a
temperatura ambiente y voltaje constante, utilizando el buffer de corrida electroforética

conteniendo Tris-HC1 0,025 M (pH 8,3), glicina 0,19 My SDS 0,1%.

Para la corrida electroforética se aplicaron 80 V durante la fase en que las
proteinas se encontraban en el gel concentrador, aumentando a 110 V cuando ya se

encontraban en el gel separador.

El volumen de cada muestra a sembrar se corresponde con un total de 20 pg de
proteinas. Junto con las muestras se sembré también un marcador pretefiido de peso

molecular para proteinas (Blue Plus® Protein Marker. 14-100 kDa).
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12.4. Western blot

Al finalizar la separacion electroforética de proteinas, se realizé su electro-
transferencia a una membrana de PVDF con amperaje constante de 0,07 A durante 90
minutos, utilizando un buffer de transferencia conteniendo Tris-HCl 25 mM (pH 8,3),

glicina 192 mM, SDS 0,001% y metanol 20%.

Para evidenciar por tincion la presencia de las proteinas se mantuvo la
membrana sumergida en una solucidon de Ponceau S (Ponceau S 0,2% en acido acético
1%), por 2 minutos. Se lavo tres veces con metanol para eliminar los restos presentes de

colorante en las zonas donde no se transfirieron proteinas.

Para la deteccion de proteinas especificas, la membrana debe estar activada. Si
bien al finalizar el proceso de lavar la membrana ya se encuentra activada, en caso de
dejarse secar la membrana debe ser activada por inmersién en metanol durante un

minuto.

Para evitar uniones inespecificas del anticuerpo se procedié a bloquear la
membrana. La solucién de bloqueo se preparé partiendo de solucién salina Tris Tween
(TTBS), conteniendo NaCl500 mM, Tris- HCL20 mM (pH 7.5), y Tween 20 0.5%, se prepard
la solucién de bloqueo. Para bloquear la membrana se utilizd BSA 1% en TTBS o leche en
polvo libre de grasas 5% en TTBS, segun el anticuerpo utilizado. Se incubd durante 60

minutos en solucién de bloqueo con agitacidon a temperatura ambiente.

Se prepararon las diluciones a utilizar de los anticuerpos primarios (Tabla 3) enla
correspondiente solucion de bloqueo y se incubaron las membranas durante toda la
noche a 4°C con agitacion. Al dia siguiente se lavé con TTBS durante 10 minutos tres
veces. Se preparé una diluciéon 1/5000 del anticuerpo secundario correspondiente en
TTBSy se incubd la membrana 2 horas a temperatura ambiente. Cumplido el tiempo, se
realizaron 3 lavados con TTBS de 10 minutos cada uno con agitacién, y 3 lavados con
solucién salina Tris (TBS) (NaCl 500 mM, Tris- HCl 20 mM (pH 7.5)) de 10 minutos con

agitacion, todo a temperatura ambiente.

El procedimiento de revelado se realizé mediante la utilizacién del sustrato

quimioluminiscente del reactivo comercial ECL y la utilizacion de placas radiograficas.
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La cuantificaciéon de las bandas obtenidas se realizé utilizando el software de

procesamiento de imagenes Gel Pro Analyzer.

Anticuerpo Dilucion
primario empleada
Anti-ACSL4 1/4000
Anti-REa 1/500
Anti-RA 1/500
Anti-ABCG2 1/1000
Anti-pAKT 1/500
Anti-pGSK3ap 1/500
Anti-GSK3ap 1/500
Anti-pS6 1/1000
Anti-StAR 1/500

Tabla 3. Anticuerpos primarios. Listado de anticuerpos primarios empleados en las

determinaciones por western blot, con sus correspondientes diluciones.

Los anticuerpos policlonales obtenidos de conejo anti-ACSL4 fueron
desarrollados previamente en nuestro laboratorio (162). Los anticuerpos monoclonales
anti-REa, anti-RA, anti-pAKT, anti-pGSK3aB, anti-GSK3aB, anti-p-S6, anti-GAPDH vy el
anticuerpo policlonal anti-StAR fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
TX, USA). Los anticuerpos policlonales anti-ABCG2 y el anticuerpo monoclonal anti-AKT

fueron obtenidos de OriGene Technologies (Rockville, MD, USA).

Los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratén y de conejo desarrollados en
cabray conjugados con peroxidasa fueron adquiridos a Bio-Rad Laboratories (Hércules,

California, USA).

13. Ensayos de eflujo

13.1. Eflujo de Hoechst

El ensayo de exclusién de Hoechst se llevé a cabo (9) células de las lineas SKOV-
3y OV-90, en densidades de 6 x 10*y 8 x 104, respectivamente. Las células se incubaron

con concentraciones 25y 50 uM del compuesto PRGL493 durante 48 horas en estufa a
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37°C. Posteriormente, se retiré el medio de cultivo y se realizé un lavado con PBS 1X. Se
incubd con buffer fisiologico 1X conteniendo Hoechst 33342 en concentraciéon 5 ug/ml
durante 30 minutos en estufa a 37°C, protegido de la luz. Luego de cumplido el tiempo
de incubacién con el tratamiento, se lavo con PBS 1X tres veces, y se agregd a cada
pocillo buffer fisiolégico 1X durante 30 minutos, de modo de analizar el eflujo de
Hoechst. Se montaron los vidrios y se observaron en un microscopio de
epifluorescencia, a 480 nm de excitacion. Se tomaron fotos con un aumento 40Xy con el
programa de andlisis de imagenes ImageJ se cuantifico la intensidad de fluorescencia de

las células, y se relativizo al area.

13.2. Eflujo de doxorrubicina

El ensayo de fluorescencia con doxorrubicina fue realizado siguiendo el
protocolo de Chen et al. (163) con modificaciones. Se plaguearon células de la linea
SKOV-3 en vidrios cubreobjetos en una densidad de 6 x 10*por vidrio, mientras que de la
linea OV-90 se plaquearon 8 x 10* por vidrio. Se incubaron las células por 48 horas con el
compuesto PRGL493 en las concentraciones 25 y 50 uM. Posteriormente, se saco el
medio de cada pocillo y se lavo con PBS 1X de modo de eliminar células levantadas y
medio celular. Las células fueron tratadas con buffer fisioldégico 1X con agregado de
doxorrubicina 10 uM durante 3 horas en estufa a 37°C, protegido de la luz. Cumplido el
tiempo de incubacidn, se lavé cada pocillo con 1 ml de PBS 1X (tres veces), y se incubd
con buffer fisioldgico libre de doxorrubicina por 30 minutos, de modo de analizar el eflujo
de doxorrubicina. Se montaron los vidrios y se observaron al microscopio de
epifluorescencia a 480 nm. Se tomaron fotos de cada vidrio, con el aumento 40X, para
su posterior analisis por el programa de anélisis de imagenes ImagelJ. Se cuantificé la

fluorescencia de las células relativizada al area.

14. Analisis bioinformatico

El analisis bioinformatico se realizé utilizando el lenguaje de programacion de
fuente abierta R. Utilizando un script R, se aplicé el método de correlacion de Pearson
para analizar los niveles de expresion de ACSL4 junto con un grupo de genes

seleccionados del set de datos ID: GSE49997. La base de datos utilizada es de muestras
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de 204 pacientes con cancer de ovario epitelial (164). Previamente los datos RPKM
(lecturas por kilobase por millon de lecturas asignadas) se transformaron aplicando
log1o(RPKM+1) para ajustarlos a una distribucién normal. Se calcularon los valoresde py
el FDR (por sus siglas en inglés: False Discovery Rate) utilizando el método de Benjamin
y Hochberg. Las librerias de R empleadas para generar el grafico fueron ggplot2,

hrbrthemes y coorspace.

15. Calculo de la concentracion inhibitoria media (IC50)

El calculo de IC50 se realizd6 con el recurso bioinformatico

gauss.inf.um.es:8080/IC50/ (165).

16. Analisis estadistico

Los resultados se mostraron como la media * el desvio estandar (DS). La
significancia estadistica fue determinada a través del andlisis de la varianza (ANOVA)
seguida por los analisis de significancia estadistica indicados en cada figura. En otros
casos, se empled Kruskal-Wallis seguido por la prueba de comparacién multiple de
Dunns. En cada ensayo se considero significativo un valor con p < 0,05. Se determiné *
p <0,05, ** p <0,01y *** p <0,001. Para los analisis estadisticos se utilizd el software

GraphPad Prism.
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CAPITULO 1

Desarrollo de un nuevo
iInhibidor de ACSL4 y estudio
de sus efectos en cancer de

mama, prostatay
esteroidogénesis



RESULTADOS. Capitulo 1

1. Desarrollo de un nuevo compuesto inhibidor de la enzima ACSL4

1.1. Busqueda bioinformatica de posibles compuestos inhibidores de

ACSL4

Dada la relevancia de ACSL4 como blanco terapéutico en cancer, especialmente
en sus formas mas agresivasy resistentes a los tratamientos actuales, el primer objetivo
de la tesis fue desarrollar un nuevo inhibidor para esta enzima. Si bien actualmente
existen compuestos que pueden inhibir su actividad, como rosiglitazonay triacsina C, no

son especificos para la enzima y su uso terapéutico es limitado.

La estrategia elegida se basd en realizar un cribado in silico evaluando una
biblioteca de compuestos quimicos para identificar aquellos que pudieran interactuary
bloguear la actividad enzimatica. Este proceso comenzé con la obtencién de la
estructura tridimensional de la enzima. Hasta ese momento no se disponian de
estructuras cristalizadas de las ACSLs humanas. Por este motivo, para el modelado de
ACSL4 se utiliz6 como base la Unica estructura descripta de una enzima de la familia de
las ACSLs, perteneciente a la especie de bacterias termdfilas Thermus thermophilus
HB8 (17). Las enzimas de la subfamilia de las ACSLs tienen un alto nivel de homologia,
por lo que ciertas estructuras que determinan sus funciones esenciales se encuentran

altamente conservadas entre las distintas especies.

El modelado por homologia se realizé con el software MODELLER, que permite
realizar un modelado comparativo al realizar la estructura 3D de una proteina con
estructura desconocida, partiendo de otra conocida. El andlisis de la estructura reveld
que la enzima contiene distintos dominios conservados, inferidos a partir de la
estructura bacteriana, entre los que se encuentra el denominado GATE, un tunel del
acido graso, que determina la especificidad de sustrato y que permite en forma
unidireccional la entrada del sustrato (166). Este tunel se ubica en el dominio N-terminal,

que se extiende desde una cavidad céncava hasta el sitio de unién al ATP.

Una vez obtenida la estructura de ACSL4 en mamiferos, se buscd potenciales
inhibidores farmacoldgicos. Para estudiar las posibles uniones de los sustratos al sitio
activo de la enzima, es decir para realizar el docking entre la enzima y las posibles

moléculas inhibidoras, se utilizé la estructura obtenida, en particular el dominio
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hidrofébico perteneciente al tunel del acido graso que contiene ademas un residuo
aromatico clave en la unidon del sustrato. Se utilizd6 como diana este residuo que
corresponde a la lisina 572 (K572) de la isoforma 2 de ACSL4 humana (secuencia de
referencia NCBI: NP_001305438.1) y a lisina 531 (K531) en la secuencia de la isoforma 1
de ACSL4 (secuencia de referencia NCBI: NP_004449.1). Este trabajo se realizé en
colaboracién con el grupo liderado por el Dr. Daniel Gdmez (Laboratorio de Oncologia
Molecular, Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes,

Argentina).

A partir del analisis realizado, se obtuvieron los 10 compuestos que presentaron
un mayor valor de score en el docking de afinidad. Los compuestos seleccionados se
obtuvieron de la colecciéon Enamine Advanced Collection y fueron adquiridos para su

posterior caracterizacién en el laboratorio.

A través de diferentes ensayos preliminares, se compard el efecto de los
compuestos sobre la viabilidad y proliferaciéon celular, asi como su capacidad para
inhibir la esteroidogénesis. Se realizaron también ensayos para estudiar su efecto en la
captacién de AA en ensayos en lineas celulares. Del andlisis de estos resultados se
selecciond para continuar trabajando el compuesto 4-(3-(5-metilfuran-2-il)-1-fenil-1H-
pirazol-4-il)-3,4-dihidrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,3,5]triazin-2-amina, que presentd
actividad biolégica significativa tanto en las lineas de cancer de mama como de cancer

de prdstata, y se lo denominé P-PRGL493.

En la siguiente figura se muestra la unién de P-PRGL493 al carbono alfa del
residuo K572 y otros aminoacidos cercanos a la regién del tunel del AA de la enzima

(Figura 7).
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Figura 7. Modelado de la estructura 3D de la ACSL4 humanay del compuesto P-PRGL493.

En el panel de la izquierda se muestra el acoplamiento del compuesto P-PRGL493 y los residuos
en contacto cercano con ACSL4 (esferas). En el panel de la derecha se presenta un modelado de
superficie de la estructura tridimensional de la enzima ACSL4 humana obtenida por modelado
por homologia mostrando el docking del compuesto P-PRGL493 en la entrada del tunel del 4cido

araquidonico.

1.2. Sintesis y caracterizacion del compuesto PRGL493

El compuesto P-PRGL493 fue optimizado con el objetivo de mejorar su
solubilidad en solventes organicos. La adicion de un grupo acetilo generalmente
aumenta la hidrofobicidad de un compuesto, lo que puede mejorar su capacidad para
atravesar membranas celulares. Se realizé una acetilacién del compuesto mediante el
tratamiento con anhidrido acético, usando piridina como solvente. El tratamiento se
realizé durante dos horas a 0°C. De esta forma, se obtuvo el compuesto acetilado,
denominado PRGL493 (Figura 8). La sintesis y caracterizacidén del compuesto se realizo
en colaboracion con el grupo del Dr. Juan Bautista Rodriguez (Departamento de Quimica
Organica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires,
Unidad de Microandlisis y Métodos Fisicos Aplicados a Quimica Organica (UMYMFOR),

Argentina).
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Figura 8. Sintesis del compuesto PRGL493 por acetilacion de P-PRGL493. A la izquierda se
muestra la estructura quimica del compuesto P-PRGL493. Luego del tratamiento con anhidrido
acético, durante 2 horas a 0°C con piridina como solvente, se obtiene el derivado acetilado

PRGL493, cuya estructura se muestra a la derecha.

Se procedio a la caracterizacion del compuesto PRGL493 por RMN y HRMS-ESI,
técnicas que permitieron confirmar la adicién del grupo acetilo, confirmando su férmula
molecular y su masa molecular calculada. También se determind su punto de fusién. Se

detallan a continuacién las caracteristicas de PRGL493 (Tabla 4).
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‘ PRGL493 ‘
Estructura
4-(3-(5-metilfuran-2-il)-1-fenil-1H-pirazol-4-il)-3,4-
Nombre formal dihidrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,3,5]triazin-2-
acetamida
Férmula molecular CasH21N;0,
Masa molecular 451,18
Punto de fusion >210°C
- 5 mg/ml en DMSO (11,07 mM) sonicando vy
Solubilidad
calentando a 60°C
Numero CAS 2479378-45-3

Tabla 4. Estructura y caracteristicas del compuesto PRGL493. Se detallan las propiedades del
compuesto PRGL493, incluyendo su estructura quimica, nombre, formula y masa molecular,
punto de fusion, solubilidad y numero CAS (Chemical Abstracts Service), fundamentales para la

identificacién y caracterizacion del compuesto.

1.3. Estudio de la efectividad del compuesto PRGL493 como inhibidor de
ACSL4

Una vez caracterizado el compuesto PRGL493, se analizé su posible actividad
inhibitoria in vitro. Para dicho ensayo fue necesaria la obtencién de la proteina ACSL4
recombinante. Se empled el plasmido pCMV6-ACSL4 que contiene la secuencia de la
enzima fusionada a una secuencia FLAG o etiqueta (ACSL4-FLAG) que permite su
purificacién. Se transfect6 este plasmido en la linea celular HEK-293, obteniendo luego

la proteina por inmunoprecipitacién mediante el uso de un anticuerpo anti-FLAG.
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Con la proteina ACSL4 recombinante purificada, se procedié a evaluar el efecto
de PRGL493 en un ensayo de actividad enzimatica. En este ensayo, se utilizé [*H]-AA
como sustrato y se midié la formacion de [*H]-AA-CoA como producto final de la enzima.
Para esto, se incubd a la enzima recombinante con diferentes concentraciones del
inhibidor PRGL493. Ademas, de manera comparativa, se realizd el ensayo en presencia
de rosiglitazona, una molécula previamente descripta como inhibidor de ACSL4. La
medicién de actividad se realizé a 37°C durante 10 minutos. Finalizado el ensayo, se

cuantifico el producto formado en un contador 8 de centelleo.

Las concentraciones de PRGL493 evaluadas abarcaron un rango entre 0 y 100
MM. La concentracion de rosiglitazona empleada fue 100 uM, similar a la descripta en

trabajos previos (8) (Figura 9).

100 =
g 80 1 *kk
kS *k%
3 60 T
>
E 40 *kk
$ 1
*kk
20 ’j_‘
0 . ; , : : :
PRGL493 (uM) 0 10 25 50 100 -
rosiglitazona (pM) - - - - - 100

Figura 9. Efecto de PRGL493 sobre la actividad de la enzima ACSL4 recombinante. La enzima
ACSL4 recombinante se incubd en presencia o ausencia de inhibidores, utilizando
concentraciones crecientes del compuesto PRGL493 entre 0y 100 uM, o una concentracién de
rosiglitazona 100 pM, durante 10 min a 37°C. La actividad de la acil-CoA sintetasa se midi6 a
través de la formacion de [*H]-AA-CoA a partir de [®H]-AA. Los resultados se presentan como
porcentaje de actividad respecto al control. Media £ DS de tres experimentos independientes.

***p < 0,001 vs. control sin inhibidor. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples

de Dunnett.
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Se observé que el compuesto PRGL493 fue capaz de inhibir significativamente la
actividad de la enzima ACSL4 en forma dosis dependiente, teniendo un efecto
significativo a partir de la concentracion 25 pM. Para la concentraciéon 100 pM se
encontro que PRGL493 tuvo una capacidad inhibitoria comparable a la de rosiglitazona

a la misma concentracion.

Después de evidenciar el efecto del compuesto PRGL493 en la actividad de la
enzima recombinante, se evalud si tenia efecto inhibidor sobre ACSL4 en ensayos en

células en cultivo.

Como hemos mencionado, ACSL4 se expresay juega un rol clave en las células
tumorales altamente agresivas de cancer de mama y prostata. Ademas, esta enzima
tiene un rol determinante en la sintesis de esteroides de las células de Leydig (6,8,67).
Por lo tanto, para este ensayo se utilizaron lineas celulares en las que la actividad de
ACSL4 estd demostraday es relevante: la linea de células tumorales de Leydig de raton
MA-10, la linea de cancer de mama triple negativo humano MDA-MB-231 y la linea de

cancer de préstata humano PC-3.

Los cultivos celulares se incubaron con [°*H]-AA (0,5 uCi/ml en medio de cultivo
libre de suero) durante 3 horas. Luego, fueron tratados con DMSO (vehiculo) o con
distintas concentraciones (en un rango de 0 y 50 uM) de PRGL493 en medio completo.
Se utilizé nuevamente rosiglitazona como compuesto testigo para la inhibicidon de la

enzima.

Las células de la linea MA-10 fueron incubadas con los compuestos inhibidores
durante 3 horas. Luego fueron estimuladas durante 1 hora con el analogo permeable del
AMPc (8Br-AMPc, 0,5 mM), segundo mensajero de las hormonas tréficas que inducen la
expresion y actividad de ACSL4 (29), a fin de poder evaluar el efecto inhibitorio de las

moléculas testeadas.

Tanto las células MDA-MB-231 como las PC-3, que presentan alta expresion
enddégena de ACSL4, fueron incubadas con los compuestos inhibidores durante 48

horas.

Una vez finalizados los tratamientos, se evalud la formacion de [*H]-AA-CoA

extraido de los lisados celulares (Figura 10).

111



RESULTADOS. Capitulo 1

A. MA-10

60 -

50 |

40

30

*k*

[*H]AA-CoA
(CPM/10° células)x10?

20

*k* *k* *k* *k*k

10

0
PRGL493 (uM) - - 10 25 50 - -

8Br-AMPc - + + + + + +
rosiglitazona (M) - - - - - 100 200

B. MDA-MB-231

-
»
J

**

—
N
1

*kk *kk

[*H]AA-CoA
(CPM/10€ células)x103
o

0

PRGL493 (uM) 0 25 50 -
rosiglitazona (uM) - - - 200

C. PC-3

=Y
[<2]
)

=
N
L

**

T Sk *k*k

[ *H]AA-CoA
(CPM/10° células)x10
[}

0 )

PRGL493 (uM) 0 25 50 -
rosiglitazona (UM) - - - 200

112



RESULTADOS. Capitulo 1

Figura 10. Efecto de PRGL493 sobre la actividad de ACSL4 en lineas celulares. Las lineas
celulares se incubaron con [*H]-AA (0,5 puCi/ml en medio libre de suero) durante 3 horas y
posteriormente se trataron con el inhibidor PRGL493 en diferentes concentraciones (entre 0y 50
UM) o con rosiglitazona (100 o 200 pM). (A) Las células de Leydig MA-10 fueron tratadas con los
inhibidores durante 3 horas y luego estimuladas con 8Br-AMPc (0,5 mM) durante 1 hora. ***p <
0,001 vs. células estimuladas s6lo con 8Br-AMPc. La linea de cancer de mama MDA-MB-231 (B) y
la linea de cancer de prdstata PC-3 (C) fueron incubadas con los inhibidores por 48 horas. Al
finalizar los tratamientos, se evalud la formacién de [*H]-AA-CoA y se expresd como cuentas por
minuto normalizadas por un millon de células (CPM/10¢ células). Los resultados se representan
como la media = DS de tres experimentos independientes. **p < 0,01 y ***p < 0,001 vs. células
control sin inhibidor. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-

Keuls.

En las tres lineas celulares se observd una disminucién significativa en la
produccidon de [®*H]-AA-CoA para todas las concentraciones ensayadas del compuesto,
lo cual refleja una menor actividad de la enzima ACSL4 posterior al tratamiento con el

compuesto PRGL493.

En la linea de células de Leydig MA-10 se observo un incremento en los niveles
de [®*H]-AA-CoA luego de la estimulacion con 8Br-AMPc, lo que era esperable dado que
este segundo mensajero induce y activa a ACSL4 en estas células. Se observé que, en
presencia de PRGL493, se redujo significativamente la formacion del producto de la
enzima en todas las concentraciones evaluadas. Al compararlo con el efecto inhibitorio
producido por rosiglitazona, se observd que PRGL493 mostré una mayor potencia

inhibitoria.

En las lineas celulares MDA-MB-231 y PC-3 hay una alta expresién constitutiva
de laenzima ACSL4, por lo tanto, se anticipaba la formacion de [*H]-AA-CoA en ausencia
del tratamiento con los inhibidores. Al utilizar el compuesto PRGL493 se observé una
disminucion significativa en la formacion del producto de la enzima, evidenciando el
efecto inhibitorio de este compuesto sobre la actividad de ACSL4 en dichas lineas
celulares de cancer. Nuevamente, este efecto resultd comparable al obtenido con

rosiglitazona.
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Con los ensayos realizados, tanto con la enzima recombinante como con las tres
lineas celulares estudiadas, se demostré que el compuesto PRGL493 puede inhibir la

actividad de la enzima ACSLA4.

Posteriormente, se quiso estudiar si este compuesto modificaba los niveles
proteicos de la enzima ACSL4. Células de las lineas MDA-MB-231y PC-3 fueron tratadas
con el compuesto PRGL493 durante 48 horas en medio completo. Para este ensayo, se
escogioé laconcentracion 50 uM de PRGL493, aquella en la que se observo una inhibicion
significativa de la actividad de ACSL4 en las lineas de cancer de mama y prdéstata. Se
evaluo por western blot los niveles de ACSL4y los de la proteina GAPDH, empleada como

control de carga (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de PRGL493 sobre los niveles proteicos de ACSL4. Células de las lineas MDA-
MB-231 (A) y PC-3 (B) fueron tratadas con el compuesto PRGL493 (50 uM) o DMSO (vehiculo)
durante 48 horas. Luego fueron lisadas y a partir de sus extractos proteicos se realiz6 el analisis
por western blot de los niveles de expresion de ACSL4 y GAPDH (como control de carga). Se
muestran imagenes representativas (paneles superiores) para cada linea celular. Las sefales
obtenidas fueron cuantificadas por densitometria, y la expresion de ACSL4 fue relativizada a la de
GAPDH vy graficada (panel inferior Los resultados se muestran como la media + DS de tres
experimentos independientes. NS: no significativo. ANOVA seguido de la prueba de

comparaciones multiples de Newman-Keuls.

Se observo que, al evaluar la expresion de ACSL4 luego del tratamiento con el
compuesto PRGL493, no hubo cambios significativos tanto en la linea MDA-MB-231
como en la linea PC-3. Este resultado estaria indicando que el inhibidor PRGL493 ejerce

su efecto sobre la actividad de ACSL4, sin afectar sus niveles proteicos.
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2. Efecto de lainhibicion de ACSL4 en lineas celulares tumorales

2.1. Efecto de PRGL493 en la proliferacion celular

La enzima ACSL4 juega un papel crucial tanto en el cancer de mama como en el
cancer de prostata. ACSL4 participa del fenotipo agresivo contribuyendo a la
proliferacién, migracién e invasion de las células tumorales y a la resistencia a

tratamientos hormonales y quimioterapéuticos.

Por lo tanto, para continuar con el estudio de la inhibicion de ACSL4 por el
compuesto PRGL493 se analizd su efecto sobre la proliferacion celular. Se realizé un
ensayo de BrdU en microplaca utilizando células de las lineas MDA-MB-231y PC-3. Las
células fueron incubadas durante 72 horas con concentraciones de PRGL493 que
abarcaron un rango entre 0 y 100 pM. En paralelo y de forma comparativa, se evalud en
ambas lineas celulares el efecto de su precursor no acetilado P-PRGL493 y de

rosiglitazona en las mismas concentraciones.

Los resultados fueron representados graficamente como el porcentaje de
inhibicion en la proliferacién celular de las células tratadas con los compuestos
PRGL493, P-PRGL493 y rosiglitazona para cada una de las concentraciones ensayadas,
normalizados respecto a células control. A partir de los datos obtenidos se calculé la
concentracion inhibitoria 50 (IC50) de los compuestos PRGL493 y P-PRGL493 en ambas
lineas (Figura 12).
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Figura 12. Ensayo de proliferacion celular utilizando los compuestos P-PRGL493, PRGL493 y
rosiglitazona en lineas de cancer de mama y préstata. A. Las lineas celulares MDA-MB-231y

PC-3 fueron tratadas con las concentraciones indicadas de los compuestos P-PRGL493,
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PRGL493 y rosiglitazona durante 72 horas. Las células control fueron tratadas con el vehiculo
correspondiente (DMSQO). Luego se midié la proliferaciéon celular por ensayo de BrdU. Se calculé
el porcentaje de inhibicién de la proliferaciéon de cada compuesto con respecto a su control. Los
datos se expresan como porcentaje de inhibicion en la proliferacion celular, y se representan
como la media = DS de tres experimentos independientes. *p < 0,05, **p < 0,01y ***p < 0,001 vs.
células control. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls. B.
A partir de los valores obtenidos se calculé el IC50 para los compuestos P-PRGL493 y PRGL493,

que se presentan en la tabla.

Se observé que el compuesto PRGL493 produce una significativa inhibicién en la
proliferaciéon tanto en la linea MDA-MB-231 como en la linea PC-3, de manera dosis
dependiente. El compuesto P-PRGL493, su precursor no acetilado, también resulté
efectivo en inhibir la proliferacion celular, pero con menor potencia que PRGL493, dado
que, a mismas concentraciones, éste produjo mayor porcentaje de inhibiciéon. Ademas,
para cada concentracion testeada, se observé un mayor efecto inhibidor de PRGL393 en
comparacion con el de rosiglitazona en ambas lineas celulares de cancer. EL IC50 de
PRGL493 calculado fue de 19,7 uM para las células MDA-MB-231y 20,07 uM para las PC-
3. En ambos casos el IC50 de P-PRGL493 fue mayor.

Para los siguientes estudios del efecto inhibidor del compuesto PRGL493 se
empled una concentraciéon 50 uM, ya que con ésta se observaron efectos inhibitorios

significativos en la proliferacion sin presentar cambios morfoldgicos en las células.

2.2. Efectode PRGL493 en la migracion celular

Se continud estudiando el efecto del compuesto PRGL493 sobre otro de los
parametros de agresividad tumoral como es la migracién celular. Para esto se realizé un
ensayo de cierre de herida, utilizando células de las lineas tumorales MDA-MB-231y PC-
3. Las células fueron tratadas por 48 horas con una concentracion 50 pM del compuesto
PRGL493 o con DMSO como control, estando en total confluencia al momento de
evaluar lamigracion celular. Con una punta de pipeta se realizé la herida en cada pocillo,
tomando ese momento como el tiempo cero, y luego se tomaron fotos periddicamente
en cada uno de los distintos tiempos elegidos. La distancia entre los dos margenes de

cada una de las heridas se cuantifico con el software de analisis de imagenes ImageJ. Se
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grafico el porcentaje de cierre de herida para cada uno de los tiempos evaluados (Figura

13).
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Figura 13. Ensayo de migracion celular por cierre de herida en células de las lineas MDA-MB-
231y PC-3 tratadas con el compuesto PRGL493. Ensayo de migracién en células MDA-MB-231
(grafico de laizquierda), y PC-3 (grafico de la derecha), tratadas con PRGL493 50 uM o con DMSO
durante 48 horas. Cumplido el tiempo de incubacién y con las células en confluencia total se
realizé la herida en cada pocillo y se cuantificé la distancia entre las margenes con el software de
analisis de imagenes ImageJ. En los graficos, los valores se presentan como porcentaje de cierre
de herida a distintos tiempos, para ambas condiciones en las dos lineas celulares Los datos
representan la media = DS de tres experimentos independientes. **p < 0,01 y ***p < 0,001 vs.

células control. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls.

Se observo que el compuesto PRGL493 disminuyd la migracion de ambas lineas
celulares. En la linea MDA-MB-231 se observaron diferencias significativas en el cierre
de herida de las células tratadas con respecto a las células control desde las 12 horas.
En la linea PC-3 la migraciéon disminuyd significativamente con el tratamiento con el

compuesto inhibidor desde las 4 horas de la formacién de la herida.
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A partir de estos ensayos, se puede concluir que el compuesto PRGL493
demostré un efecto inhibitorio de los parametros de agresividad tumoral,
especificamente la proliferacidony la migracion celular, en las lineas celulares tumorales

MDA-MB-231y PC-3.

3. Efecto del compuesto PRGL493 sobre la expresion de proteinas

asociadas aresistencia

La enzima ACSL4 esta implicada en la resistencia a tratamientos hormonales y
quimioterapéuticos tanto en cancer de mama como de préstata (6,8,9,136). Se ha
descripto que la expresion de ACSL4 en estos tumores correlaciona negativamente con
la expresion delREay el RA, y positivamente con la expresion de algunos transportadores

asociados a laresistencia afarmacos antitumorales, en particular ABCG2 (6-9,128,130).

Para evaluar el efecto del PRGL493 sobre la expresion del REay el RA, se trataron
células de las lineas MDA-MB-231 y PC-3 con este compuesto en una concentracién 50
MM, durante 48 horas. A partir del lisado celular se realizé un western blot para evaluar
los niveles de expresiéon del REa en la linea de cancer de mama y del RA en la linea de
cancer de préostata. Ademas, se analizd la expresion del transportador ABCG2 en ambas
lineas. Para relativizar sus niveles de expresidon se utilizé la proteina GAPDH vy
posteriormente se cuantificd la intensidad de las bandas utilizando el software Gel-Pro

(Figura 14).
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Figura 14. Niveles proteicos del REa, el RA y del transportador ABCG2 en células MDA-MB-
231y PC-3luego deltratamiento con PRGL493. Células de las lineas MDA-MB-231y PC-3 fueron
tratadas con PRGL493 50 uM durante 48 horas. A partir de los lisados celulares se evaluaron los
niveles proteicos del REa, RA y ABCG2. Las sefnales obtenidas fueron cuantificadas por
densitometria, y la expresion de las proteinas fue relativizada a la de GAPDH, tomada como
control de carga. Para cada linea celular, se muestran imagenes representativas de las bandas
obtenidas (A) y los resultados de la expresion relativa (B) se expresan como la media = DS de tres
experimentos independientes. **p < 0,01 vs. células control. ANOVA seguido de la prueba de

comparaciones multiples de Newman-Keuls.

Se observé que la inhibicién de la actividad de ACSL4 por el uso del compuesto
PRGL493 aumenta la expresion del REa y del RA en las lineas celulares de cancer de
mama y de prdstata, respectivamente. Ademas, PRGL493 genera una reduccion en los

niveles del transportador ABCG2 en ambas lineas celulares.
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4. Analisis del uso de PRGL493 en combinacion con farmacos

terapéuticos

Eltratamiento del cancer de mamay de préstata sigue siendo un gran desafio en
el campo de la oncologia. A pesar de los avances en terapias, muchos pacientes
desarrollan resistencia a los tratamientos estandar, aumentando el riesgo de
recurrencia. El estudio de tratamientos combinados podria ofrecer nuevas estrategias
para superar estas limitaciones. En ese contexto, investigamos a continuacion el efecto
de una combinacion del inhibidor PRGL493 y farmacos terapéuticos sobre la

proliferacién de células MDA-MB-231y PC-3.

En células de cancer de mama MDA-MB-231 analizamos el efecto de la
combinacidon de PRLG493 con diferentes compuestos utilizados clasicamente en la
quimioterapia de este tipo de cancer (Figura 15), tales como el cisplatino, la
doxorrubicina y el paclitaxel, cada uno con diferentes mecanismos de accién y
ampliamente reconocidos en la practica clinica (110). Las células fueron incubadas
durante 72 horas con concentraciones submaximas de estos compuestos (cisplatino 1
MM, doxorrubicina 0,025 uMy paclitaxel 0,1 uM) de manera individual o en combinacién

con PRGL493 10 uM.

Por otro lado, dado que se ha demostrado que la inhibicién de ACSL4 en células
MDA-MB-231 incrementa la expresién del REa, estudiamos el efecto de PRGL493 en

conjunto con 4-OHTAM, un modulador selectivo del RE.
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Figura 15. Ensayo de proliferacion utilizando PRGL493 y agentes terapéuticos en la linea
celular MDA-MB-231. Células MDA-MB-231 fueron tratadas durante 72 horas con 4-OHTAM (7,5
UM), cisplatino (1 uM), doxorrubicina (0,025 uM) o paclitaxel (0,1 uM) de manera individual o en
combinacién con PRGL493 (10 uM). Se evalud la proliferacién celular mediante el ensayo de
incorporacion de BrdU, y se calculd el porcentaje de inhibicién de la proliferacion respecto a las
células control Los resultados se presentan como la media + DS de tres experimentos
independientes. ***p < 0,001 vs. respectivos compuestos ensayados individualmente. ANOVA

seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls.

El tratamiento de células MDA-MB-231 con una combinacién de cada farmaco
quimioterapéutico evaluado y PRGL493 resulté ser significativamente mas eficaz en
inhibir la proliferacién celular en comparacién con cada compuesto por separado

mostrando un efecto sinérgico.

Ademas, se observdé que, en estas células, que son un modelo de TNBC y
naturalmente insensibles al 4-OHTAM, el tratamiento con este farmaco en forma
conjunta con 10 pM de PRGL493 produjo una inhibicién significativa de la proliferacién

celular.
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Por otro lado, considerando que el docetaxel es una de las opciones terapéuticas
mas utilizada en el tratamiento de pacientes con CRPC, evaluamos el efecto de este
agente quimioterapéutico en conjunto con la inhibicién de la enzima ACSL4 sobre la

proliferacién de células PC-3.

Para este estudio, las células se trataron durante 72 horas con concentraciones
subéptimas de ambos compuestos, utilizando PRGL493 5y 10 uM, y docetaxel 1 nM. Se
evaluaron estos compuestos tanto de manera individual como combinada, y se evalud

la proliferacién celular mediante la técnica de incorporacién de BrdU (Figura 16).
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Figura 16. Ensayo de proliferacién utilizando los compuestos PRGL493 y docetaxel en la linea
celular PC-3. Células PC-3 fueron tratadas durante 72 horas con concentraciones 5y 10 uM de
PRGL493 y/o 1 nM de docetaxel. La proliferacién celular se evalué mediante el ensayo de
incorporacion de BrdU, y se calculd el porcentaje de inhibicién de la proliferacién respecto a las
células control. Los resultados se presentan como la media = DS de tres experimentos
independientes. ***p < 0,001 vs. respectivos compuestos ensayados individualmente. ANOVA

seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls.

El uso combinado de concentraciones subefectivas de PRGL493 (5 uMy 10 uM)
con docetaxel muestra un efecto sinérgico significativo en la inhibicion de la

proliferacién celular en comparacion con los tratamientos individuales con cada droga.
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Estos ensayos demuestran la capacidad de este nuevo inhibidor para sensibilizar
las células a los agentes terapéuticos a dosis bajas que producen poco o ningun efecto
per se. Estos resultados indicarian que el uso combinado de PRGL493 con otros agentes
terapéuticos podria potenciar y mejorar la eficacia del tratamiento. Ademas, el uso de
menores concentraciones de drogas podria ayudar a disminuir los efectos secundarios

adversos asociados a su uso.

5. Analisis del efecto de PRGL493 sobre la via mTOR

La via mTOR es fundamental en el cancer, ya que regula el crecimiento, la
proliferaciéony la supervivencia celular. Su activacion anormal contribuye a la progresion
tumoraly la resistencia a las terapias en diversos tipos de cancer. En estudios previos de
nuestro laboratorio, se ha demostrado que la sobreexpresion de ACSL4 induce la
activacion de esta via, lo que conduce a un aumento en diversos parametros de
agresividad tumoral (8). Dada la relevancia de dicha via, se buscé estudiar el rol de

ACSL4, mediante el uso del nuevo inhibidor, en un modelo de cancer de prdstata.

Se estudiaron entonces los niveles de expresion de distintos componentes de la
via PIBK/AKT/mTOR, inhibiendo la actividad de ACSL4. Para esto, se trataron células PC-
3 con el compuesto PRGL493 (50 uM) o con DMSO durante 48 horas. Del extracto total
de proteinas, se analizd por western blot si existia variacidon en los niveles de las

proteinas pAKT, pGSK3aB, GSK3aB y pS6 (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de PRGL493 sobre la expresion de proteinas de la via mTOR. Células PC-3

fueron tratadas durante 48 horas con PRGL493 (50 uM) o vehiculo (DMSO) como control. Se

analizé por western blot los niveles proteicos de diferentes miembros de la via mTOR: pS6, pAKT,

pGSK3ap y GSK3aB. Se muestran imagenes representativas de las bandas obtenidas (A). Las

sefales obtenidas fueron cuantificadas por densitometria y normalizadas con la de GAPDH

(1/5000), tomada como control de carga (B) Los resultados de la expresion relativa a células

control (panel derecho) se expresan como la media += DS de tres experimentos independientes.

*p < 0,05 y **p < 0,01 vs. células control. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones

multiples de Newman-Keuls.

126



RESULTADOS. Capitulo 1

Se observé que, luego de la inhibicion de ACSL4, hubo una disminucion
significativa en los niveles de las proteinas pS6, pAKT y pGSK3aB, mientras que no se

observaron variaciones en los niveles totales de la proteina GSK3ap.

De esta forma es posible concluir que la inhibicién de la actividad de ACSL4
mediante PRGL493 permite disminuir los niveles de distintos efectores de la via
PISK/AKT/mTOR, la cual tiene un papel esencial en el cancer de prostata y otros tipos de

cancer, alregular el crecimiento, la proliferaciony la supervivencia celular.

6. Impacto de lainhibicion de ACSL4 por PRGL493 en la

esteroidogénesis

6.1. Estudio del efecto de PRGL493 sobre la esteroidogénesis en linea

celulares

Las hormonas esteroideas, como progesterona (P4) y testosterona, desempefan
roles fundamentales en la regulacion de diversos procesos fisiolégicos, incluyendo el
crecimiento, la reproduccién y la respuesta al estrés. La proteina StAR participa en un
paso clave de la sintesis de esteroides, interviniendo en el transporte del colesterol
desde la membrana mitocondrial externa hacia lainterna, donde se convierte en sustrato
para la biosintesis de esteroides (66). La enzima ACSL4 cumple un rol en la
esteroidogénesis a través de la regulacion del metabolismo de AA y la produccidn de

eicosanoides que regulan la expresion de StAR (21).

Se evalud el efecto de PRGL493 sobre la produccién de esteroides en la linea de
células de Leydig murinas MA-10. Estas células producen P4 como principal esteroide.
Las células fueron tratadas durante 3 horas con concentraciones variables de PRGL493
(entre 1y 50 uM) o con rosiglitazona 200 uM. Luego, fueron estimuladas durante 1 hora
con 8Br-AMPc 0,5 mM o con 22(R)-(OH)-colesterol, para posteriormente medir los

niveles de P4 por RIA en el medio de cultivo (Figura 18).
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Figura 18. Medicion de los niveles de progesterona por RIA en células MA-10. Células de la
linea MA-10 fueron tratadas durante 3 horas con concentraciones variables del compuesto
PRGL493 (entre 1 y 50 uM) o con rosiglitazona 200 pM. Luego, las células fueron estimuladas
durante 1 hora con 8Br-AMPc 0,5 mM o con 22(R)-(OH)-colesterol 5 pM. Se recogié el medio de
las células y se evalud la produccién de progesterona por RIA. Se graficaron los niveles de
progesterona en ng/ml para cada condicién ensayada. Los datos se presentan como la media *
DS de tres experimentos independientes. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. células estimuladas con 8Br-

AMPc. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls.

Se observé que PRGL493 produjo una inhibicidon dosis-dependiente de la sintesis
de P4 inducida porelanalogo permeable del AMPc, siendo estadisticamente significativa
a partir de una concentracién de 5 pM. La reduccidn en los niveles de P4 observada a
esta concentracion del compuesto fue comparable a la alcanzada con una
concentracién 200 pM de rosiglitazona, mientras que a concentraciones mas altas de

PRGL493, la inhibicidon fue aln mayor.

Por otro lado, se observd que PRGL493 no tuvo ningun efecto sobre la
esteroidogénesis sustentada por 22(R)-(OH)-colesterol. Este es un derivado del
colesterol que puede atravesar las membranas mitocondriales sin necesidad de ser
transportado por StAR y, por lo tanto, evitando el punto accién ejercido por ACSL4. La

ausencia de efecto de PRGL493 en este contexto demuestra que su accién inhibidora de
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la esteroidogénesis no se debe a una alteracion de las enzimas de biosintesis de

esteroides ni de la integridad mitocondrial.

Dado el efecto de ACSL4 en la regulacion de la expresion de la proteina StAR, se
busco analizar si la inhibicion de ACSL4 con PRGL494 modificaba los niveles de StAR en
este modelo. Para ello, se utilizaron extractos de proteinas totales de células PC-3
tratadas en presencia o ausencia de PRGL493 en las mismas condiciones mencionadas

anteriormente, y se analizaron los niveles de StAR mediante western blot (Figura 19, A).

Posteriormente, para continuar el estudio de PRGL493 sobre la
esteroidogénesis, se evalud su efecto sobre la produccion de P4 en células PC-3. Estas
células tumorales de préstata son capaces de producir esteroides en bajas cantidades

(167).

Las células PC-3 fueron tratadas con una concentracién 50 uM del compuesto o
con vehiculo (DMSO) durante 48 horas. Al finalizar el tratamiento, se recolectaron los
medios de cultivo y se procedié a realizar la determinaciéon de P4 por RIA. Debido a la
baja cantidad de esteroides producidos por estas células, no se pudieron detectar
niveles significativos, incluso tomando la maxima alicuota permitida segun el protocolo
de la técnica. Por ello, fue necesario concentrar los esteroides a partir de mayores
volumenes de medio. Los tratamientos se realizaron en frascos con un mayor nimero de
células y se recolectaron volumenes mayores de medio de cultivo. Estos fueron
concentrados a través de columnas de fase reversa, utilizando éter sulflrico para la
eluciéon. La fase eluida se secd bajo una atmodsfera de nitrogeno y se disolvid
posteriormente en un pequefio volumen pararealizarse la determinacion de P4 mediante

RIA (Figura 19, B).
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Figura 19. Medicion de los niveles de progesterona y expresion de StAR en células PC-3
tratadas con PRGL493. Células de la linea PC-3 fueron tratadas durante 48 horas con PRGL493
(50 pM) o con DMSO como control. (A) Se obtuvieron los lisados celulares y se evaluaron por
western blot los niveles proteicos de StARy de GAPDH (como control de carga). Se muestra una
imagen representativa de tres experimentos independientes. (B) El medio de cultivo fue
recolectado, concentradoy resuspendido para ser utilizado en la determinacién de los niveles de
P4 por RIA. Los resultados se expresan como pg/10° células y se muestra la media = DS de tres
experimentos independientes. ***p < 0,001 vs. células control. ANOVA seguido de la prueba de

comparaciones multiples de Newman-Keuls.

Se observé una disminucidn significativa en los niveles de P4 luego del
tratamiento con el inhibidor, mostrando que la inhibicién de ACSL4 por PRGL493 inhibe

la esteroidogénesis también en esta linea celular.

Luego del tratamiento con PRGL493, se observé una disminucion significativa en

los niveles proteicos de StAR en las células PC-3.
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En conjunto, la observacion de una reduccion en los niveles de P4 acompafada
de una disminucién en la expresion de StAR permite relacionar al inhibidor de ACSL4 con
la inhibicion de la esteroidogénesis de novo, un aspecto de gran relevancia para el

tratamiento del cancer de prostata agresivo.

6.2. Estudio del efecto de PRGL493 sobre los niveles hormonales in vivo

Con el objetivo de profundizar en la evaluacidn del impacto del nuevo inhibidor
de ACSL4 sobre la esteroidogénesis, se procedio a estudiar su efecto en modelos in vivo,

analizando si el inhibidor afecta los niveles de distintas hormonas esteroideas.

Para este estudio se trataron ratones macho BALB/c de treinta dias de edad con
una inyeccion intraperitoneal de PRGL493, en un rango entre 250 y 2500 ug/kg de peso
corporal, o con solucién salina. A las 3 horas postratamiento se les inyecté hCG (300
unidades por ratén) en forma subcutanea, de modo de activar la esteroidogénesis
testicular. Luego de 3 horas, los animales fueron sacrificados y se evaluaron los niveles
de testosterona, P4, P5 y corticosterona, presentes en el plasma de los ratones. Los
niveles de testosteronay P4 se evaluaron por RIA, los niveles de P5 por ELISAy los niveles
de corticosterona por ensayo fluorométrico, tal como se detalla en la seccién

Metodologia (Figura 20).
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Figura 20. Evaluacion de niveles hormonales en plasma de ratones tratados con PRGL493.
Ratones BALB/c machos de treinta dias de edad fueron tratados con una inyeccién intraperitoneal
de PRGL493 (rango de concentraciones: 250 - 2500 pg/kg de peso corporal) o de solucién salina
(control). A las 3 horas post-tratamiento se les inyecté hCG (300 U/ratén) de forma subcutanea, y
3 horas después fueron sacrificados, obteniéndose plasma para realizar las distintas mediciones
hormonales. Los niveles de testosterona y progesterona fueron evaluados por RIA, los niveles de
pregnenolona por ELISA, y los de corticosterona por ensayo fluorométrico. Los resultados se
expresan como ng/ml de cada una de las hormonas y representan la media + DS (n=3 para cada
tratamiento). **p < 0,01 y ***p < 0,001 vs. ratones control. ANOVA seguido de la prueba de

comparaciones multiples de Newman-Keuls.

Para todas las concentraciones de PRGL493 probadas, se observé una

disminucion significativa en los niveles plasmaticos de testosterona, progesterona,
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pregnenolona y corticosterona. En todos los casos, el efecto de PRGL493 fue

dependiente de la dosis.

Nuestros resultados demuestran que el compuesto PRGL493, inhibidor de

ACSL4, es capaz inhibir la esteroidogénesis tanto in vitro como in vivo.

7. Evaluacion de la capacidad inhibitoria de PRGL493 en el

crecimiento tumoralin vivo

Dados los resultados hasta aqui obtenidos, el siguiente paso fue analizar el
efecto de PRGL493 sobre el crecimiento de tumores en modelos de xenoinjerto de
cancer de mamay de préstata. Este estudio se realizé en colaboracion con el grupo del
Dr. Hugo Ortega (Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICiVet-Litoral), Santa Fe,

Argentina).

Se emplearon ratones nude de lacepa NLAE:NIH(S)Fox1™ a los que se les inyectd
en el flanco derecho una suspensién de células MDA-MB-321 (para el modelo de cancer
de mama) o de células PC-3 (para el modelo de cancer de préstata). Cinco dias después
de la inoculacién de las células tumorales, los ratones que desarrollaron tumores se
separaron aleatoriamente en dos grupos. Uno de ellos, recibid inyecciones
intraperitoneales del inhibidor PRGL493 (250 pg/kg de peso animal) y el otro recibid
inyecciones de vehiculo (control) durante 43 o 34 dias consecutivos para los tumores de
mama y de prdstata, respectivamente. Una vez por semana se monitoreé el volumen
tumoral con calibre y se calculd el volumen tumoral (mm?) tanto para ratones control
como para los tratados con el inhibidor, en ambos modelos de xenoinjerto, y se

graficaron (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de PRGL493 en el crecimiento tumoral en modelos de xenoinjerto de cancer
de mama y prdstata. Ratones NLAE: NIH(S)Fox1™ de 7 a 8 semanas de edad fueron inyectados
ensuflanco derecho con unasuspensionde 5x 10° células MDA-MB-231 (A) o PC-3 (B) mezcladas
con Matrigel® Matrix (relacién 3:1). A los 5 dias posteriores, los ratones fueron asignados
aleatoriamente a dos grupos para recibir inyecciones intraperitoneales diarias de PRGL493 (250
ug/kg de peso corporal) o vehiculo (control). Se realizaron mediciones del volumen tumoral y del
peso corporal semanalmente. Se graficé el volumen tumoral (mm?) en funcién de los dias
posteriores a la inyeccidn de la suspension celular. Los valores representan la media £ DS (n=4
para cada tratamiento de cada modelo de xenoinjerto). **p < 0,01 y ***p < 0,001 vs. ratones
control (vehiculo). Al finalizar el experimento, se fotografiaron los laterales de los ratones con las
formaciones tumorales. Posterior a su sacrificio, los tumores fueron extraidos y fotografiados. Se
muestran imagenes representativas. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples

de Newman—-Keuls.

Los resultados mostraron que el compuesto PRGL493 produjo disminucién
significativa en el volumen tumoral tanto en el modelo de cdncer de mama como en el

de cancer de préstata. Las imagenes de los laterales de los ratones y de los tumores
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extraidos ilustran claramente la reduccidon en el tamafo tumoral debido al tratamiento
del inhibidor. Durante el protocolo, los animales no mostraron signos de toxicidad ni

efectos adversos relevantes.

Se realiz6 un analisis por inmunohistoquimica de los tumores extraidos de los
ratones, con el fin de evaluar los niveles de expresion de Ki67, un marcador de

proliferacién celular, y de los receptores hormonales REay RA (Figura 22).
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Figura 22. Evaluacion por inmunohistoquimica del efecto de PRGL493 sobre la expresion de
Ki67 y receptores hormonales en tumores de modelos de xenoinjerto de cancer de mamay
préstata. Se obtuvieron muestras de tejido tumoral luego del sacrificio de los ratones modelos
de xenoinjerto de cancer de mama (A) y de prdstata (B). Se procesaron secciones tumorales
histolégicas de todos los grupos para inmunohistoquimica con el fin de localizar la expresién de
las proteinas Ki67 (A y B), REa (A) y RA (B). Se empled el método de inmunoperoxidasa con

estreptavidina-biotina. Se muestran imagenes representativas.

Se observé una menor expresion de Ki67 en tumores proveniente de ratones
tratados con PRGL493, en ambos modelos de xenoinjerto, indicando que el compuesto
fue capaz de disminuir la proliferacion celular de estos tumores. Este hallazgo es

consistente con lo observado sobre la proliferacién de células tumorales in vitro.

En relacidn con los receptores hormonales, en los tumores de ratones tratados

con elinhibidor se observé una mayor expresion del REa en el modelo de xenoinjerto de
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mamay del RA en el de prdstata. Este resultado también concuerda con lo observado in

vitro en células MDA-MB-231y PC-3, respectivamente.

La correlacion entre los modelos in vivo e in vitro fortalece la evidencia de la
accion de PRGL493 sobre los mecanismos de proliferacién y expresion de receptores

hormonales en diferentes tipos de cancer.
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Elcancer de ovario se encuentra entre las principales causas de muerte asociada
a cancer en mujeres alrededor del mundo. Si bien es la tercera causa de malignidad
ginecolodgica, es la primera en cuanto a tasa de mortalidad, y suele ser diagnosticada en
formatardia, lo que empeora la prognosis (109). Entre los diversos subtipos histolégicos,
el cancer de ovario epitelial (COE) es el mas frecuente y relevante clinicamente, ya que
representa aproximadamente el 90% de todos los casos de cancer de ovario. A pesar de
los avances en la comprension de su patogénesis y el desarrollo de tratamientos, las
tasas de supervivencia a largo plazo para las pacientes con cancer de ovario epitelial

siguen siendo bajas.

1. Analisis bioinformatico entre la firma genética de ACSL4 y biopsias de
COE

En trabajos previos, nuestro grupo ha estudiado mediante RNA-seq la firma de
expresion génica inducida por la sobreexpresion de ACSL4 en cancer de mama. Este
analisis reveld que ACSL4 regula genes asociados a los procesos de invasion, migracion,
proliferacién y transduccién de sefales, como asi también a genes involucrados en la

resistencia a drogas (8,132).

Para determinar si la firma de expresion genética obtenida previamente se
observaenlostumores de pacientes, analizamos la correlaciéon con los datos de RNAseq
de 204 tumores de cancer de ovario epitelial (GEO ID: GSE49997) (164). A partir de los
datos obtenidos, se realizd6 un heatmap que muestra, mediante un gradiente

colorimétrico, la correlacién de los genes evaluados (Figura 23).
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Figura 23. Correlacion de ACSL4 y los genes de su firma genética en COE. Heatmap en el que,

mediante una escala colorimétrica, se representan los valores de correlacién entre ACSL4 y los

genes de su firma genética en muestras de 204 pacientes con COE (GEO ID: GSE49997).

En las siguientes tablas se muestra, para algunos de los genes identificad

os en

el analisis comparativo, el coeficiente de correlacién, con su p-valory su FDR que ajusta

el p-valor para considerar multiples pruebas simultdneas y controlar asi el numero

esperado de falsos positivos (Tabla 5).
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Correlacion con

ACSL4
NCOA4 0,8140637 8,50 2,048
LAMB1 0,70624313 2,823 2,703
GABARAPL1 0,66241194 2,88 2,312
ERBB2 0,6218789 2,492 2,312
EIF2AK2 0,61283629 1,588 8,438
ULK1 0,6017617 1,407 6,717
RAI2 0,56503261 1,09 4,77
GNAI1 0,55696077 4,247 1,643
OAS1 0,55668394 4,447 1,643
DET1 0,54487409 3,023 9,931
TFB1M 0,5446939 3,10 9,937
B.
Correlacion con
ACSL4
ABCA2 0,469498661 1,242 2,972
ABCA7 0,41438626 6,541 1,43
ABCB10 0,73073359 1,68 2,0230
ABCB7 0,79237038 1,884 3,024
ABCB8 0,23734006 0,0006114 0,00079317
ABCB9 0,370206449 4,67 7,730
ABCC4 0,393766983 5,190 1,04
ABCC5 0,620063214 3,637° 2,188
ABCC8 0,368911113 5,24°04 8,39°%
ABCF2 0,479310129 3,58 9,05
ABCG2 0,271381411 8,29 0,00011365

Tabla 5. Analisis bioinformatico comparativo entre ACSL4 y su firma genética en biopsias de
pacientes con COE. Se presentan los genes que correlacionan con ACSL4 en 204 muestras de
pacientes con COE (dataset GEO ID: GSE49997) obtenida por RNA-seq. Se indica para cada gen
coeficiente de correlacion, el p-valor y el FDR, para evaluar la significancia de cada correlacion.
En (A) se muestran los datos de algunos de los genes asociados a diversas vias, mientras que en
(B) se muestran los genes de los transportadores ABC que correlacionan con ACSL4 en las

muestras de COE.

El analisis comparativo revelé en COE una correlacion positiva con ACSL4 para

32 de los 48 genes analizados, con un coeficiente de correlacion méaximo de 0,81 (p
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<0,05). En particular, para el panel de genes correspondiente a proteinas asociadas a la
resistencia a drogas, como los transportadores ABC (ATP- binding cassette), se obtuvo

un coeficiente de correlacién maximo de 0,46 (p <0,05).

La correlacion entre estos genes revela que la expresion de muchos de ellos, que
estan asociados a diversas vias de transduccion de sefales implicadas en la agresividad
tumoral, asi como a la resistencia a drogas, podrian ser regulados por ACSL4 en COE,

como lo observado en cancer de mama.

2. Expresion de ACSL4 en tejidos de ovario

Para avanzar en el estudio de la relacién entre ACSL4 y el COE se trabajé en
colaboraciéon con el grupo de la Dra. Carmen Romero Osses, del Laboratorio de
Endocrinologia y Biologia de la Reproduccién del Hospital Clinico de la Universidad de
Chile, y el Departamento de Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Chile.

Se analizé por inmunohistoquimica los niveles de expresion proteica de ACSL4
en tejido de ovario. Se contd con muestras de tejido de ovario normal, tejido
perteneciente a tumores de ovario en estadios iniciales, y tejido perteneciente a COE. Se
realizé la tincién de los nucleos celulares con DAPI, y se detecté la proteina ACSL4 con

un anticuerpo especifico (Figura 24).
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Figura 24. Analisis de la expresion de ACSL4 por inmunohistoquimica en tejidos de ovario.

Inmunohistoquimica en tejidos pertenecientes a muestras de biopsias ovaricas de pacientes con

ovario normal (No tumoral), tumores ovaricos en estadios iniciales (Tumoral), y tumores

clasificados como cancer de ovario epitelial (COE). (A) Se muestran imagenes representativas. En

azul se ven los nucleos tefiidos con DAPI, mientras que en tincién verde se observa la localizacién

de ACSL4. Se muestra el merge entre ACSL4 y DAPI. (B) La intensidad de fluorescencia observada

fue cuantificada. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias como promedio + DS. *p <

0,05. Andlisis estadistico Kruskal-Wallis y post-test de Dunn. N=4 para cada tipo de tejido.
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El analisis de los tejidos a través de la inmunohistoquimica mostrd niveles
significativamente incrementados de ACSL4 en las muestras de COE, comparado con

tejido normal de ovario o con muestras de tumores en fases iniciales.

3. Expresion de ACSL4 en lineas celulares de ovario

Dadas las diferencias en la expresion de ACSL4 observadas en los tejidos de
pacientes, se analiz6 el rol de ACSL4 en el COE a través del empleo de diversas lineas

celulares.

Para los estudios que se presentan a continuacién se utilizaron las lineas
celulares HOSE, A2780, OV-90 y SKOV-3. La linea celular HOSE pertenece a células
epiteliales no tumorales de la superficie del ovario. La linea A2780 fue establecida a
partir de un tumor de adenocarcinoma endometroide de ovario de una paciente no
tratada. Por su parte, las células OV-90 son células tumorales de tipo endotelial de
ascitis, aisladas del pulmén de una paciente no tratada con adenocarcinoma seroso
papilar maligno de grado 3. La linea SKOV-3 fue establecida a partir de células de tipo
endotelial establecida a partir de la ascitis de una paciente con adenocarcinoma de

ovario. La linea es resistente a diversos farmacos.

Partiendo de cultivos de las cuatro lineas celulares, se realiz6 la extraccion de las
proteinas totales para cada unade ellasy se realizé un western blot utilizando anticuerpo
anti-ACSL4 y anticuerpo anti-B-actina, como proteina para relativizar la cantidad de

proteinas sembrada en cada calle del experimento (Figura 25).
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Figura 25. Analisis de la expresion de ACSL4 por western blot en lineas celulares de ovario. A
partir de extractos de proteinas totales de la linea celular no tumoral HOSE, y las lineas celulares
de COE (A2780, OV-90 y SKOV-3) se analiz6 la expresion de ACSL4 por western blot. Se muestran
imagenes representativas (A). Se cuantificaron por densitometria las sefiales obtenidas y la
expresion de ACSL4 se normalizé con la expresion de GAPDH, tomada como control de carga (B
Los resultados se expresan como la media = DS de tres experimentos independientes. *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p <0,001. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-

Keuls.

Se observé una mayor expresion de ACSL4 en las lineas celulares de COE en
comparacion con la linea no tumoral HOSE. Las células OV-90 presentaron la mayor

expresion de la enzima.
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4. Estudio del papel de ACSL4 en la proliferacion celular en lineas

celulares de ovario

Dado que observamos una mayor expresion de ACSL4 tanto en tejidos como en
lineas celulares de COE, el siguiente paso fue estudiar si esta enzima tiene algun efecto
en la proliferacion celular de lineas celulares de ovario. Para ello, inhibimos la actividad

de ACSL4 el nuevo compuesto que hemos desarrollado, PRGL493.

Se evalud la proliferacion por MTT en células HOSE, A2780, SKOV-3y OV-90 a 96
horas, utilizando concentraciones del inhibidor PRGL493 en un rango entre 0 y 100 uM
(Figura 26, A). A partir de los graficos de inhibicidn en la proliferacién se obtuvo para cada

una de las lineas el valor IC50 para el PRGL493 (Figura 26, B).

145



RESULTADOS. Capitulo 2

A.
HOSE A2780
100 . 100 - o R
5 80 4 *% * ** ;\; 80 - i *% }
c = | T e
© 60 J X T £ | i T }
S ¥ t-4 g o0 {
S 40 i} 3 a0{ 7 .
< c }
E 20 - i_-" E 20 {4 -
0 . ] 1 1 ] 1 0 : L] 1 1 1 1
0O 20 40 60 80 100 0O 20 40 60 80 100
PRGL493 (uM) PRGL493 (uM)
OV-90 . SKOV-3
100 - — 100 -
— —_ *%
§ 80 A * B } é 80 ** ox
[ '_,."" } [ 60 A .-"".}
o 60 1 \C } T
o - 5 . x ;
£ 209 & £ 209447 ¢
0 . . . 0 +— T T T 1
0 20 40 60 0O 20 40 60 80 100
PRGL493 (uM) PRGL493 (uM)
B.
Linea celular HOSE A2780 SKOV-3 OoV-90
IC50 48,12 yM 30,35 uM 65,44 uyM 18,23 uM

Figura 26. Ensayo de proliferacion celular en lineas celulares de ovario tratadas con el
compuesto PRGL493. Lineas celulares de ovario HOSE, A2780, OV-90 y SKOV-3 fueron tratadas
durante 96 horas con PRGL493, utilizando concentraciones entre 0y 100 uM (A). Los resultados
se representan como la media = DS de 3 experimentos independientes. *p < 0,05, **p < 0,01 vs.
células sin inhibidor. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-
Keuls. (B) En la tabla se muestran los valores de IC50 calculados para las cuatro lineas celulares,

determinados a partir de las curvas de proliferacion celular con el compuesto PRGL493.

Eltratamiento con elinhibidor PRGL493 produjo una disminucion significativa en
forma dosis-dependiente en la proliferacion de las tres lineas de COE, siendo la linea OV-
90 la mas sensible al tratamiento, lo que coincide con su mayor expresion de ACSL4. Por
su parte, la linea no tumoral HOSE también respondié al tratamiento con el compuesto

PRGL493 de forma dosis-dependiente, pero con menor potencia que las lineas A2780y
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OV-90. Dicho resultado puede deberse a que, si bien la linea HOSE posee expresion de
ACSL4, los niveles de la enzima son significativamente menores al de las lineas de COE.
La linea SKOV-3 fue la de mostré menor sensibilidad al inhibidor con un mayor IC50 que

las demas lineas celulares.

5. Analisis del uso de PRGL493 en combinacion con farmacos

terapéuticos en COE

Como ya se mencioné al comienzo de este capitulo, el tratamiento del COE
representa un desafio clinico significativo debido a la resistencia a las terapiasy asu alta
tasa de recurrencia. Actualmente, entre los compuestos utilizados en su tratamiento se
destacan el paclitaxel, el carboplatino y la doxorrubicina, cada uno con diferentes
mecanismos de accion y ampliamente reconocidos en la practica clinica. El estudio de
tratamientos combinados podria ofrecer nuevas estrategias para superar estas
limitaciones. En ese contexto, investigamos a continuacion el efecto de una
combinacidon del inhibidor PRGL493 y farmacos terapéuticos sobre la proliferacion de

células SKOV-3.

Para analizar el efecto combinado del compuesto PRGL493 vy los
quimioterapéuticos, se comenzd estudiando el impacto de cada uno de ellos en la
proliferacién celular de la linea SKOV-3. Se realizaron curvas de inhibiciéon de
proliferacién celular para determinar la concentracién adecuada de cada compuesto.
Asi se determinaron las concentraciones subefectivas necesarias para avanzar en el

analisis de los efectos combinados de las drogas junto con elinhibidor PRGL493.

Se trabajé con carboplatino 1 mg/l, paclitaxel 0,15 nM y doxorrubicina 0,027 pM.
Las células fueron incubadas con las drogas durante 96 horas, de manera individual o en
combinaciéon con PRGL493 10 uM. Luego se evalud la proliferacién celular por ensayo de

MTT para cada una de las condiciones (Figura 27).

147



RESULTADOS. Capitulo 2

*k%k

50 _ *k
I 1
*k*%
40 f )
] . T
_ T 1
g\.; *kk
S 1 ' ' =
2]
2 :
< ]
£
10 |
0 ‘}7 T T —I‘V T T T
PRGL493 (10uM) - + - - - + + +
carboplatino (1 mg/l) - - + - - + - -
paclitaxel (0,15 nM) - - - + - - + -
doxorrubicina (0,027 pM) - - - - + - - ,

Figura 27. Ensayo de proliferacion utilizando PRGL493 y agentes terapéuticos en la linea
celular de ovario SKOV-3. Células SKOV-3 fueron tratadas durante 96 horas con carboplatino 1
mg/l, paclitaxel (0,15 nM) o doxorrubicina (0,027 pM) de manera individual o en combinacion con
PRGL493 (10 uM). Se evalud la proliferaciéon celular mediante el ensayo de MTT, y se calculé el
porcentaje de inhibicién de la proliferacion respecto a las células control (sin tratamiento). Los
resultados se presentan como la media = DS de tres experimentos independientes. *p < 0,05, **p
<0,01, ***p < 0,001 vs. respectivos compuestos ensayados individualmente. ANOVA seguido de

la prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls.

El tratamiento de células SKOV-3 con una combinacion de cada farmaco
quimioterapéutico evaluado y PRGL493 resultd ser significativamente mas eficaz en

inhibir la proliferacién celular en comparacién con cada compuesto por separado.

De los resultados obtenidos al momento en los ensayos combinatorios entre los
terapéuticos de uso en el COE y el compuesto PRGL493 se observa que el inhibidor de
ACSL4 permite sensibilizar las células tumorales a compuestos terapéuticos. Se puede
concluir que, en las células SKOV-3 de COE, la combinacién entre dosis subdptimas del
compuesto PRGL493y de los compuestos paclitaxel y doxorrubicina generaria un efecto

sinérgico en la inhibicién de la proliferacién celular.
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6. Efecto del compuesto PRGL493 en la migracion celular en el COE

Evaluamos el papel de ACSL4 en la migracidon celular en COE. Para ello,
empleamos el compuesto inhibidor de su actividad y evaluamos su efecto mediante un
ensayo de cierre de herida en la linea celular SKOV-3. Las células en confluencia fueron
tratadas con una concentracién 50 uM de PRGL493, o con vehiculo, durante 48 horas.
Se prosiguidé de acuerdo con el protocolo anteriormente mencionadoy se evalud el cierre
de herida hasta un tiempo final de 20 horas, teniendo la precaucion de no exceder su
tiempo de division. La cuantificacion del cierre de herida se realizé graficando la
distancia entre los margenes de cada una de las heridas al comienzo del experimento y

a las 20 horas (Figura 28).
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Figura 28. Ensayo de migracion celular por cierre de herida en células SKOV-3 tratadas con
PRGL493. Células SKOV-3 fueron tratadas durante 48 horas con PRGL493 50 uM o con DMSO
(control). Luego de laincubacion, con las células en total confluencia, se realizé la herida en cada
pocillo tomando ese momento como tiempo 0. El ensayo se continud hasta un tiempo final de 20
horas. Se muestran imagenes representativas de cada uno de los tiempos (A). Se cuantificé la
distancia entre las margenes de la herida con el programa ImageJ. Los resultados se presentan
como porcentaje de cierre de herida para cada tiempo para ambas condiciones (B). Media £ DS
de tres experimentos independientes. *p < 0,05. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones

multiples de Newman-Keuls.
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Se observaron diferencias significativas en el cierre de herida de las células
tratadas respecto a las células control, permitiendo concluir que la inhibicién de ACSL4

por el compuesto PRGL493 inhibe la migracidn celular en células SKOV-3 de COE.

7. Estudio funcional de los transportadores ABC en COE

Si bien la resistencia a los tratamientos con quimioterapéuticos actuales es un
proceso multifactorial, es sabido que tanto la expresion como la actividad de los
transportadores multidrogas juega un rol clave debido al eflujo de las drogas (9). Los
transportadores de la familia ABC desempefian un papel crucial en la resistencia a
tratamientos al facilitar la expulsion de agentes terapéuticos de las células cancerosas.
Como hemos mencionado, la expresion de ACSL4 en cancer de mama se correlaciona
positivamente con la expresion de algunos de estos transportadores, en particular

ABCG2 (9).

Evaluamos seguidamente si en COE existe una relacion entre la actividad de
ACSL4 vy los transportadores de la familia ABC. Para ello, se realizaron ensayos de eflujo

en las lineas celulares SKOV-3 y OV-90 empleando el inhibidor PRGL493.

7.1. Eflujo de doxorrubicina con PRGL493

Se realiz6 el ensayo de acumulacién intracelular y eflujo de doxorrubicina, un
compuesto fluorescente que puede usar diferentes transportadores con diversos grados
de afinidad, incluyendo ABCG2. Las células SKOV-3 y OV-90 fueron tratadas durante 48
horas con concentraciones 25y 50 uM de PRGL493, o con DMSO como vehiculo para la
condicion control. Posteriormente, se removié el medio, se lavd y se procedié al
agregado de solucién buffer fisiolégico conteniendo doxorrubicina 10 pM. Se incubd
durante 3 horas a 37°C a resguardo de la luz. Luego se lavd y se agregd solucién buffer
fisioldgico libre de doxorrubicina, y se esperd durante 30 minutos. Se montaron los
vidrios y se observaron al microscopio de epifluorescencia a 480 nm, tomando fotos con
el aumento 40x para su posterior cuantificacion de la fluorescencia (Figura 29, A). Se
analizé el eflujo de doxorrubicina a través de la cuantificacion de la fluorescencia de las
células relativizada al area para cada uno de los tratamientos en las lineas OV-90 y SKOV-

3 (Figura 29, B).
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Figura 29. Ensayo de eflujo de doxorrubicina en las lineas OV-90 y SKOV-3 tratadas con

PRGL493. En vidrios cubreobjetos tratados con poli-L-lisina, se plaquearon células de las lineas

SKOV-3y OV-90, en densidades de 6 x 10*y 8 x 104, respectivamente. Las células fueron tratadas

por 48 horas con PRGL493 (25 y 50 pM), usando DMSO (vehiculo) en células control. Luego, se

incubaron los vidrios con doxorrubicina 10 pM en buffer fisiolégico durante 3 horas, en estufa a

37°C protegido de la luz. Cumplido el tiempo, se lavd y se adiciond en cada pocillo buffer

fisioldgico.

Pasados 30 minutos, se montaron los vidrios y se observaron al microscopio de

epifluorescencia 40X. Se tomaron fotos que fueron cuantificadas con el programa de analisis de
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imagenes Image). Se muestran imagenes representativas (A). Se graficé la intensidad de
fluorescencia relativizada al area para las condiciones control y tratadas con PRGL493 (B). Los
datos se presentan como la media £ DS de tres experimentos independientes. *p < 0,05, **p <
0,01 vs. células control. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-

Keuls.

Los resultados mostraron una mayor acumulacidon de doxorrubicina en las
células previamente expuestas a PRGL493 en comparacion con el tratamiento con

vehiculo, lo que indica una menor expulsién del compuesto.

7.2. Eflujo de Hoechst con PRGL493

Para corroborar este hallazgo, se realizaron ensayos adicionales sobre la
actividad de los transportadores ABC utilizando Hoechst 33342, un compuesto

fluorescente eficientemente transportado por ABCG2.

Células de las lineas de COE OV-90y SKOV-3 se plaquearon en cubreobjetos. Se
incubaron con el inhibidor PRGL493 en las concentraciones 25y 50 uM, usando DMSO
para la condicién control. Se lavd y se agregd buffer fisiolégico conteniendo Hoechst
33342 en concentracion 5 pg/ml, incubando por 30 minutos en estufa a 37°C, al reparo
de la luz. Cumplido el tiempo, se lavd y se agregd buffer fisioldgico, para evaluar el eflujo
por 30 minutos. Luego, se montaron los vidrios y se observaron al microscopio de
epifluorescencia, tomando fotos con el aumento 40X para cada una de las condiciones
en ambas lineas (Figura 30, A). Se analizd el eflujo de Hoechst a través de la
cuantificacidn de la fluorescencia de las células, relativizada al area, para cada uno de

los tratamientos en las lineas OV-90 y SKOV-3 (Figura 30, B).
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Figura 30. Ensayo de eflujo de Hoechst en las lineas OV-90 y SKOV-3 tratadas con PRGL493.
En vidrios cubreobjetos tratados con poli-L-lisina, se plagquearon células de las lineas SKOV-3y
OV-90, en densidades de 6 x 10%y 8 x 10%, respectivamente. Las células fueron tratadas por 48
horas con el compuesto PRGL493 (25 y 50 uM) o con DMSO (vehiculo) como control. Luego del
tratamiento, se incubaron los vidrios con Hoechst 5 pg/ml en buffer fisiolégico durante 30
minutos, en estufa a 37°C protegido de la luz. Cumplido el tiempo, se lavé con PBS 1X y se
adiciond en cada pocillo buffer fisioldgico. Pasados 30 minutos, se montaron los vidrios y se

observaron al microscopio de epifluorescencia 40X. Se tomaron fotos para cada una de las tres
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condiciones en cada linea celular y fueron cuantificadas con el programa de analisis de imagenes
Imagel. Se muestran imagenes representativas (A). Se graficd la intensidad de fluorescencia
relativizada al area para las condiciones control y tratadas con PRGL493 (B). Los datos se
presentan como la media * DS de tres experimentos independientes. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs.

células control. ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Newman-Keuls.

Los resultados mostraron un aumento en los niveles intracelulares de Hoechst
33342 en las células previamente expuestas a PRGL493 en comparacion con las células

control, lo que indica una menor expulsiéon del compuesto.

La reduccion del eflujo de doxorrubicinay Hoechst 33342 en células de COE tras
el tratamiento con PRGL493, inhibidor de ACSL4, indica una relacion positiva entre la
actividad de esta enzimay la actividad de los transportadores ABC. Esto sugiere que este

inhibidor puede sensibilizar a estas células a los tratamientos quimioterapéuticos.
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En esta tesis doctoral se ha descripto el desarrollo y caracterizacién de un nuevo
inhibidor de la enzima ACSL4. Los resultados obtenidos proporcionan evidencia soélida
de la eficacia de PRGL493 como inhibidor de la esteroidogénesis y del crecimiento
tumoral en cancer de mama y prostata. Ademas, hemos descripto la accion de este
inhibidor en células tumorales de COE. La capacidad de PRGL493 para sensibilizar las
células tumorales a los tratamientos quimioterapéuticos y hormonales refuerza su
potencial como un agente terapéutico prometedor. A continuacién, se discutira en

detalle la relevanciay el impacto de estos hallazgos.

1. CAPITULO 1

1.1. Desarrollo, optimizacion y caracterizacion de PRGL493.

Como hemos descripto, ACSL4 es un blanco terapéutico para un conjunto de
enfermedades incluido el cancer. A lo largo de estos anos se han incrementado
considerablemente las publicaciones que estudian a esta enzima en una diversidad muy
amplia de patologias, en especial en el drea de oncologia y en aquellas donde se ha
estudiado a la ferroptosis como mecanismo implicado. Por esta razén se ha
incrementado el interés en el desarrollo de nuevos inhibidores de ACSL4 con potencial

terapéutico.

Al comienzo del desarrollo de esta tesis, solo dos compuestos eran utilizados
ampliamente en los estudios relacionados con la actividad de las ACSL como inhibidores
de la actividad enzimatica. El primer compuesto utilizado como inhibidor de estas
enzimas fue triacsina C, un metabolito flngico que inhibe principalmente a ACSL1 y
ACSL4 al competir con los acidos grasos para unirse a su dominio catalitico, mientras
que tiene menor efecto sobre ACSL5 (149). Ademas, la triacsina C es tdxica para las
células a altas concentraciones y su cadena poliinsaturada dificulta las propiedades

farmacocinéticas y de penetracién celular.

Las tiazolidinedionas (TZDs), familia de compuestos que son agentes

sensibilizadores a lainsulina de uso oral utilizados para el tratamiento de la diabetes tipo
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2, también fueron descriptos como inhibidores de estas enzimas. Sin embargo, estos
compuestos son agonistas de los receptores PPAR, que regulan multiples genes del
metabolismo lipidico. Estos medicamentos han demostrado tener mejor efecto
terapéutico y control glucémico en el tratamiento de la diabetes, pero también
reacciones adversas. Los eventos cardiovasculares son actualmente los eventos
adversos mas graves. La rosiglitazona ha sido restringida o incluso retirada del mercado
en la mayoria de los paises debido a preocupaciones sobre su seguridad cardiovascular,
aunque se ha demostrado su efecto beneficioso sobre la resistencia a la insulina. Por lo
tanto, su uso debe ser evaluado cuidadosamente por médicos y pacientes, sopesando
los posibles beneficios terapéuticos frente a los riesgos potenciales para la salud

cardiovascular (168).

De los compuestos mencionados ninguno es selectivo. Como mencionamos, se
ha intentado producir un nuevo inhibidor en base a la estructura de la triacsina C
mediante el disefio racional de farmacos, pero hasta el dia de hoy no se ha logrado

obtener un compuesto nuevo selectivo para la inhibicion de la enzima.

Ademas, la eficacia inhibitoria de los inhibidores de las ACSLs varia segun las
organelas subcelulares, lo que podria estar relacionado con la localizacion especifica de
cada miembro de las ACSLs en la célula. La N-etilmaleimida (NEM), que afecta residuos
de cisteina en proteinas, inhibe la actividad de ACSL4 en un 47% en las fracciones de
MAM (membranas asociadas a mitocondrias) y en un 28% en el reticulo
endoplasmico aislado del higado de rata. Por otro lado, el troglitazone inhibe la actividad
de ACSL en mitocondrias y microsomas aislados del higado de rata en un 58% y 61%,
respectivamente (169). La triacsina C reduce la actividad de ACSL en aproximadamente

un 60% en mitocondrias, MAM y microsomas de manera similar (19).

Por lo tanto, la busqueda de nuevos inhibidores de ACSL4 con potencial
terapéutico consistié en el objetivo de este trabajo de tesis doctoral. El desarrollo del
nuevo inhibidor incluyé una serie de pasos para seleccionar las moléculas candidatas.
Se optd por realizar el modelado estructural de la enzima y luego, mediante cribado in
silico, identificar y optimizar compuestos que puedan interactuar eficazmente con el
dominio GATE de entrada del sustrato de ACSL4. Esta estrategia permite identificar
compuestos con estructuras quimicas diversas que podrian no ser considerados en el

disefo racional.
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No existen cristales de las enzimas ACSL humanas debido a la dificultad en la
obtencion de proteinas recombinantes de calidad para cristalografia y a que estas
enzimas actuan preferentemente en un entorno lipidico. Por lo tanto, se optd por
modelar por homologia la estructura a partir del cristal de la proteina Thermus
thermophilus HB8 (17) utilizando el programa MODELLER (170,171). Los programas
disponibles para el modelado de estructuras han mejorado continuamente a lo largo de
estos afnos. Hoy en dia, la estructura modelada de ACSL4 esta disponible en la base de

datos de proteinas Alphafold (172).

Hisanaga y col. (17) describieron la cristalografia de la acil-CoA sintetasa de
Thermus thermophilus HB8, donde determinaron diferentes dominios relevantes a la
actividad enzimatica de ACSL (17). Uno de estos dominios es el sitio de union al sustrato
que determina la especificidad de las ACSL por el tipo de acido graso que utilizan como
sustrato. Este domino GATE es un tunel hidrofébico al cual el acido graso accede, y la
estructura de este dominio a nivel de aminoacidos y espacialmente determina a
especificidad por el sustrato. En particular, se seleccioné un aminoacido perteneciente
a la entrada a este tunel para realizar el dockingy cribado de las moléculas. Por lo tanto,
la estrategia se centré en seleccionar una molécula que interfiriera con el acceso del
sustrato al GATE. Se utilizé la biblioteca Enamine, que contiene mas de 400.000
estructuras de diferentes compuestos. Esta biblioteca es ampliamente utilizada en el
cribado virtual y otras etapas del desarrollo de farmacos debido a la diversidad y calidad
de sus compuestos. Los compuestos estan disponibles en formatos que facilitan el
cribado de alto rendimiento (HTS) y el cribado virtual. Esto incluye informacion
estructural, datos de pureza y disponibilidad en cantidades adecuadas para ensayos

experimentales.

A través de estos estudios, se seleccionaron los 10 primeros compuestos que
presentaron mayor afinidad en el docking virtual. Estos compuestos fueron obtenidos de
la empresa Enamine y para determinar su capacidad de inhibicién se realizaron
inicialmente diversos ensayos preliminares. De estos estudios preliminares
seleccionamos uno para realizar su caracterizacién y optimizacion. Este compuesto fue
modificado para mejorar su solubilidad en solventes organicos. La modificacion que se
realizé fue una acetilacion. La acetilacidon de farmacos es una modificacidn quimica que
puede influir significativamente en las propiedades farmacocinéticas vy

farmacodinamicas de un compuesto (173,174). Este proceso implica la adiciéon de un
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grupo acetilo (-COCH,) a una molécula, lo cual puede tener varias utilidades clave. La
acetilacion puede aumentar la solubilidad de un farmaco en lipidos, facilitando su
absorcion a través de las membranas biolégicas y mejorando su biodisponibilidad. En el
caso de la ACSL4, esto representa una ventaja dada su localizacién subcelular y el
entorno lipidico en que cumple su funcién. También puede proteger al farmaco de la
degradacion metabdlica rapida, prolongando su vida media y permitiendo una
dosificacion menos frecuente. Es importante destacar que la actividad inhibitoria del

compuesto no fue afectada por esta modificacion.

La validacién de la actividad inhibidora del compuesto se realizé a través de
ensayos con la proteina purificada y en ensayos de actividad en células utilizando
diferentes modelos de cancer y esteroidogénicos. Para evaluar la efectividad del
inhibidor utilizamos como compuesto testigo a la rosiglitazona. Para los ensayos in vitro,
la produccién de ACSL4 recombinante en bacterias genera cuerpos de inclusion y
dificulta obtener la enzima en las condiciones ideales para medir su actividad. Por esta
razon, se optd por expresary purificar la proteina en el modelo de células HEK-293. Esto
permitid obtener la enzima de manera que refleje mas fielmente su actividad en las
condiciones en las que se encuentra en las células eucariotas. La medicién de la
actividad enzimatica de las ACSL es otro desafio, dado que no existe un método
colorimétrico efectivo para poder medir la actividad enzimatica. Por lo tanto, los estudios
de estas enzimas se realizan a través de la esterificacion del sustrato marcado
radiactivamente, lo cual da mayor sensibilidad al ensayo. A través de los ensayos de
actividad in vitro pudimos determinar que el compuesto efectivamente inhibe a la enzima

ACSL4 en forma dosis dependiente y con igual o mayor eficacia que rosiglitazona.

En células tumorales y esteroidogénicas demostramos la inhibicién de la
actividad de la enzima al medir la formacién de araquidonoil-CoA (AA-CoA). En las tres
lineas celulares observamos una disminucion significativa en la produccion de [*H]-AA-
CoA en presencia del compuesto de forma dosis dependiente. Particularmente, en la
linea esteroidogénica pudimos demostrar por primera vez un aumento en la produccion
de AA-CoA luego del estimulo hormonal lo cual acuerda con la induccién y activacion de

la enzima ACSL4 en su rol regulatorio de la esteroidogénesis (21,70).

Al comparar este efecto inhibitorio con el producido sobre la proteina
recombinante, observamos que la inhibicién es mas efectiva al medir la actividad en las

lineas celulares. Esto puede deberse a que la actividad enzimatica medida en los
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ensayos en lineas celulares refleja mejor la actividad de ACSL4 en su entorno celular. El
efecto observado en este caso es mayor al compararlo con el de rosiglitazona, dado que
a menores concentraciones se obtuvo mayor efecto que con el compuesto testigo.
En particular para la linea MA-10, se observa la mayor inhibiciéon a dosis bajas como 5
MM. Las diferencias observadas en la inhibicién enzimatica entre las lineas celulares
pueden deberse a la biodisponibilidad del inhibidor en un tipo celular particular, asi
como la expresion de enzimas que faciliten su metabolizacidn. Las proteinas de eflujo,
como los transportadores de multiples farmacos, podrian reducir la efectividad del
inhibidor en ciertos tipos celulares al expulsarlo fuera de las células, como puede ser el

caso de las células tumorales.

La disminuciéon de la actividad enzimatica en presencia de PRGL493 podria
deberse también a que el inhibidor afecte la expresidon de la enzima a través de
mecanismos transcripcionales, o favoreciendo su degradacién. A través de ensayos de
western blot se demostré que la expresion de la enzima no se ve afectada por la

presencia delinhibidor en los tiempos de incubacién analizados.

Con respecto al mecanismo de inhibicién de PRGL493, si bien no se realizaron
estudios de cinética enzimatica para determinarlo, podemos inferir que no seria un
mecanismo de tipo competitivo dada la estrategia utilizada para su seleccion. EL
compuesto no competiria por la unién al sustrato, pero actuaria impidiendo la entrada
del sustrato al sitio GATE. Por otro lado, no existen similitudes estructurales entre
PRGL493 y los sustratos de la enzima, requeridas para la inhibicién competitiva.
PRGL493 no actuaria como un inhibidor irreversible dado que no reaccionaria
quimicamente con su sitio de unién a la enzima. Mas determinaciones son necesarias

para establecer el mecanismo de inhibicién de PRGL493.

En conjunto, estos estudios demostraron que el compuesto es efectivamente
inhibidor de la enzima. Estos estudios subrayan la robustez del compuesto y la validez

del esquema in silico utilizado para su identificacion.
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1.2. Lainhibicion de ACSL4 en modelos de cancer de prostatay

mama

El siguiente paso consistid en analizar los efectos de PRGL493 en modelos de
cancer de mama y prostata en los que previamente se estudié el rol de ACSL4 en la
agresividad tumoral. Se analizé el efecto del inhibidor sobre diferentes parametros:
proliferaciéony migracion celular. En ambos modelos celulares, elinhibidory su molécula
precursora (P-PRGL493) redujeron significativamente la proliferacion celular, y tuvieron

un efecto significativamente mayor en comparacién con el de rosiglitazona.

Al analizar los valores calculados de IC50 de los compuestos PRGL493 y P-
PRGL493 en las células MDA-MB-231 (19,9 y 45,8 uM, respectivamente) y PC-3 (20,07 y
36,5 UM, respectivamente) observamos que, para elcaso de las células PC-3, el valor fue
menor al reportado para la rosiglitazona (45+2 uM a las 48 horas de tratamiento) (175).
En el caso de las células MDA-MB-231 este efecto es aln mas marcado, dado que en
algunos trabajos reportan dosis efectivas cercanas o mayores a 100 pM (176). Esto nos
indica que PRGL493 seria mas potente que rosiglitazona al inhibir la proliferacién en

estas lineas celulares.

Observamos que el compuesto P-PRGL493 es menos potente que su derivado
acetilado PRGL493, demostrando la optimizacién del compuesto al modificarlo
quimicamente. Al analizar la migracidon celular observamos que el inhibidor PRGL493
disminuye significativamente este parametro en ambas lineas celulares. La inhibicion de
la proliferacidon y migracién celular observada en presencia del inhibidor de la enzima
concuerda con los efectos observados con el silenciamiento de la enzima en estos
modelos celulares (129). En conjunto estos resultados demuestran que PRGL493 es
capaz de disminuir pardmetros relacionados a la agresividad tumoral como la

proliferacién y migracién en estos modelos de cancer de mamay proéstata.

Se ha reportado que la expresiéon de ACSL4 correlaciona inversamente a la
expresion de receptores de andrégenos (RA) y estrogenos (REa) en muestras de tumores
de pacientes de préstatay mama respectivamente. En particular, se observa el aumento
de la expresion de la enzima en TNBC y CPRC (6,7,130). Previamente en nuestro
laboratorio, demostramos que la inhibicién de la enzima ACSL4 produce un aumento en
la expresion de REa en modelos TNBC (8). Esto provoca que las células tumorales se

sensibilicen al tamoxifeno, observando un efecto sinérgico al combinar este
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quimioterapéutico con rosiglitazona (8). Por lo tanto, uno de nuestros objetivos fue
analizar si el nuevo inhibidor producia efectos similares. Se observé un aumento de la
expresion del REay el RA en presencia delinhibidor en las células MDA-MB-231yen PC3,
respectivamente. Ademas, PRGL493 inhibié la expresion del transportador ABCG2,
involucrado en la resistencia a tratamientos con quimioterapéuticos. Estos resultados
estan en linea con los estudios realizados previamente sobre el efecto regulatorio de
ACSL4 sobre los receptores hormonalesy las proteinas ABC que median la resistencia a

los tratamientos (8,9,136).

Estos resultados explican por qué el inhibidor resultd ser eficaz también al
combinarlo en dosis subefectivas con quimioterapéuticos, observando efectos
sinérgicos sobre la proliferacion celular en células PC3 y MDA-MB-231. Estos resultados
abren la posibilidad de analizar el efecto de combinaciones de otros tratamientos
quimioterapéuticos y hormonales con PRGL493. La combinacion del compuesto
PRGL493 con quimioterapéuticos podria mejorar la eficacia del tratamiento en el TNBC,

el CRPCy otros tipos de tumores, y contribuir en revertir la resistencia adquirida.

En este trabajo se estudioé el efecto de PRGL493 in vivo en modelos de xenoinjerto
de mamay prdstata. En estos estudios se observd que el inhibidor redujo el tamafo del
tumor en ambos modelos. Es importante destacar que no se observaron signos de
toxicidad ni efectos adversos relevantes durante el tratamiento de los animales lo que
sugiere una buena tolerancia al inhibidor. El analisis por inmunohistoquimica de los
tumores mostré una disminucion de marcadores de proliferaciéon celular y un aumento
del nivel de expresidon de los receptores hormonales REa y RA. Estos resultados
concuerdan con los estudios in vivo previamente publicados que demuestran el rol de
ACSL4 en la progresion tumoral y la restauracion de la sensibilidad a tratamientos

hormonales como tamoxifeno (8,128).

EL CRPC representa una etapa avanzada y agresiva de la enfermedad, en la cual
las terapias hormonales ya no resultan eficaces, dado que son tumores hormono-
independientes con alteraciones significativas en su regulacion. Entre los tratamientos
disponibles para el CRPC, el docetaxel ha emergido como una de las opciones mas
utilizadas en la practica clinica. Se ha demostrado que este agente quimioterapéutico
mejora la supervivencia globaly la calidad de vida en pacientes con CRPC. Sin embargo,
existen distintas alteraciones en las células de CRPC que conducen en su conjunto a

mecanismos de resistencia al docetaxel, dando como resultado una disminucién en la
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eficiencia en el tratamiento. Ademas, el uso de docetaxel lleva aparejada la aparicién de
una serie de efectos secundarios que pueden requerir la modificaciéon de las dosis

utilizadas o la interrupcion del tratamiento (96,177).

En este trabajo se demostré que PRGL493 es efectivo en la inhibicion de
parametros de agresividad tumoral, asi como en el crecimiento tumoral. Ademas, la
combinacion del inhibidor con docetaxel produjo un efecto sinérgico en la proliferacion
celular, indicando que esta nueva estrategia de uso conjunto de ambas drogas en dosis
mas bajas podria ser mas efectiva y evitaria la toxicidad generada por docetaxel en dosis

altas.

A pesar de los avances en la comprensioén de la biologia tumoral subyacente, los
resultados clinicos del TNBC siguen siendo desalentadores. Actualmente, la
quimioterapia sigue siendo la base del tratamiento. La eficacia de una gran cantidad de
nuevos agentes terapéuticos esta siendo evaluada en TNBC (178). A medida que estos
nuevos farmacos se incorporan a la practica clinica, se hace evidente que la
heterogeneidad tumoral y la evolucion clonal pueden conducir a una resistencia al
tratamiento. Por lo tanto, los resultados que muestran que la inhibicién de ACSL4 puede
revertirmecanismos de resistencia y disminuir la progresion tumoral son relevantes para

ampliar los estudios de este inhibidor en TNBC en su uso clinico.

En conjunto, estos resultados constituyen una prueba de concepto para el uso

terapéutico de PRGL493y la importancia de continuar los estudios para su uso clinico.

1.3. Inhibicion de ACSL4 en la sintesis de hormonas esteroides

Respecto a otra funcidn caracterizada de ACSL4, la regulacién de la sintesis de
hormonas esteroides, se observé que el nuevo inhibidor es efectivo en reducir la
esteroidogénesis. Estos resultados fueron realizados en modelos tanto de lineas
celulares como in vivo. Para los ensayos en células analizamos la sintesis de esteroides
en la linea MA-10 luego del estimulo con 8Br AMPc, el andlogo del segundo mensajero
AMPc que mimetiza la estimulaciéon hormonal. En este modelo, PRGL493 produjo la
inhibicidon dosis dependiente de la sintesis de esteroides. En presencia de 22(R)-(OH)-
colesterol, analogo permeable del colesterol, no se observd inhibicidn de la sintesis de

esteroides cuando se incubaron las células con el inhibidor. Esto indica que el efecto
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sobre la inhibicién sintesis de esteroides se produce en un paso anterior a la primera

reaccion enzimatica producida por el citocromo P450scc.

La capacidad de PRGL493 para inhibir la esteroidogénesis en tejidos testiculares
y suprarrenales tiene implicancias significativas, dado que la esteroidogénesis es un
proceso fundamental en la progresion de ciertos tipos de cancer. Alinhibir este proceso,
PRGL493 no solo reduce la proliferacidon tumoral, sino que también puede disminuir los

niveles hormonales que a menudo impulsan el crecimiento de estos canceres.

Se han sugerido varios mecanismos que causan la progresion del cancer de
prostata a CPRC en condiciones de deprivacién de andrégenos. Entre ellos, la
esteroidogénesis intratumoral ha recibido recientemente mucha atencion. En este
contexto, los resultados del presente trabajo concuerdan con informes previos que
demuestran la capacidad de las células tumorales de prdstata para sintetizar esteroides
de novo (167). Se analizd la sintesis de esteroides producida por la linea PC-3. Estas
células producen muy bajos niveles de esteroides, aunque son capaces de realizar
esteroidogénesis de novo. Se observdé una inhibicion en la sintesis de hormonas
producidas basalmente en estas células en presencia del inhibidor. Ademas, se
analizaron los niveles de la proteina StAR, regulador del paso limitante de la
esteroidogénesis, es decir, el transporte de colesterol entre las membranas
mitocondriales. PRGL493 disminuyd significativamente los niveles de expresidon de StAR
demostrando nuevamente que la inhibicidon es ejercida a nivel del transporte de

colesterol.

En la dltima década, se han desarrollado varios inhibidores que inhiben
especificamente las enzimas involucradas en la esteroidogénesis intratumoral. Los
ensayos clinicos han mostrado resultados prometedores, y el inhibidor de CYP17A,
abiraterona, ahora estad aprobado para el tratamiento del CRPC. Sin embargo, la
inhibicidn de una sola actividad enzimatica puede ser de utilidad limitada debido a la
capacidad del tumor para utilizar diferentes fuentes de precursores de andrégenos y vias
de esteroidogénesis para mantener los niveles de testosteronay dihidrotestosterona. Se
demostré que PRGL493 puede inhibir la sintesis de novo de los esteroides, por lo tanto,
el estudio de terapias combinadas junto a inhibidores de diferentes enzimas pueden ser
la estrategia Optima para reducir los niveles intratumorales de andrégenos vy, asi,
combatir el CRPC. Ademas, la terapia combinada podria permitir el uso de dosis mas

bajas de inhibidores, lo que reduciria los efectos secundarios y/o toxicos (167).
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Dado que ACSL4 actua a nivel del paso limitante en la esteroidogénesis (66)
PRGL493 tiene la capacidad de inhibir la sintesis de novo de esteroides. Los efectos de
este inhibidor sobre la produccién de progesterona demostraron ser mas fuertes que sus
efectos sobre la actividad enzimatica de ACSL4 recombinante. La diferencia entre estos
resultados puede deberse a la diferencia en la sensibilidad de las técnicas utilizadas. En
el caso de la determinacion de la actividad con la proteina recombinante y la actividad
en células enteras, los resultados dependen de la actividad especifica del sustrato, en
este caso AA marcado radiactivamente, y de la sensibilidad en la extraccién y medicién
del producto araquidonoil-CoA. En el caso de la sintesis de esteroides, la medida del
producto final acumulado es del orden de picogramos, lo que permite medir
indirectamente la accién del inhibidor sobre la actividad de ACSL4 con mayor
sensibilidad. Aunque en la literatura se han descripto numerosos inhibidores de la
sintesis de esteroides, la mayoria de ellos no actuan a nivel del paso limitante e inhiben
enzimas esteroidogénicas dependientes del citocromo P450 (179). Algunos inhibidores
actlan sobre la enzima que convierte el colesterol en pregnenolona, pero también
actuan sobre otros citocromos P450 (179). Ademas, es notable que PRGL493 también
fue eficaz en inhibir la sintesis de testosterona in vivo, sin una acumulacion de

pregnenolona o progesterona.

Los esteroides son criticos para diversos procesos bioldégicos como la
proliferacioén, la regulacion del metabolismo de las grasas y la sefalizacién hormonal, e
impulsan la progresion tumoral hormono-dependiente y aumentan los esteroides dentro
de los tumoresy en el microambiente tumoral. En este contexto, los resultados actuales
concuerdan con informes previos que demuestran la capacidad de las células tumorales
de prdstata para sintetizar esteroides de novo (167), y la eficacia de PRGL493 para inhibir

la sintesis de esteroides en células de cancer de prostata.

1.4. Inhibicién de ACSL4ylavia mTOR

La via PISK/AKT/mTOR es fundamental en multiples procesos celulares y esta
implicada en diversas enfermedades humanas, incluyendo el cancer. Algunas
mutaciones genéticas en los componentes de esta via se asocian con carcinomas de
mama, tiroides y endometrio, glioblastoma multiforme, cancer de prostata y linfomas

(180). mTOR comprende un complejo multiproteico sensible a la rapamicina y a los
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nutrientes (NMTORC1) y un complejo insensible a los factores de crecimiento y a los
nutrientes (MTORCZ2) (133). En cancer de prostata, ademas de sus efectos directos, esta
via interactla con otras rutas de sefalizacion celular importantes para la supervivencia,
el crecimiento y la diferenciacion celular, como la via delRAy la via RAS/RAF/MEK
(181,182). En el cancer de prostata, las alteraciones genéticas de los componentes de
esta via estan relacionadas con la agresividad tumoral. Aunque las mutaciones en AKT
son poco comunes en el cancer de préstata, la amplificacion génica de las isoformas de
AKT es mas frecuente y se correlaciona positivamente con la agresividad del tumor

(183).

Previamente demostramos que ACSL4 regula la actividad de mTOR en células de
cancer de mama, regulando diferentes mecanismos que llevan a la activacion del

complejo (8).

Un mecanismo a través del cual ACSL4 regula la actividad de mTOR es el
aumento de la fosforilacién de AKT1S1. AKT participa en la activacién de mTORC1 de
forma independiente mediante la fosforilacion de AKT1S1, provocando su disociacidon de
Raptory suprimiendo la inhibicion de mTORC1. Diversas sefales regulan TSC1/2, lo que
sugiere que, al igual que mTORC1, TSC1/2 es un centro de integracién de sefales

(184,185).

Otro de los mecanismos por el cual ACSL4 regula el complejo es el aumento de
la fosforilacién de GSK3, un potente inhibidor de mTORC. GSK3 es una proteina quinasa
de serina/treonina que desempefa funciones en multiples procesos bioquimicos
normales, asi como en diversas enfermedades. GSK3 suele considerarse un
componente de la via PISBK/PTEN/AKT/GSK3/mTORC1, ya que suele ser fosforilada por
AKT, lo que regula su inactivacién. AKT suele estar activa en el cancer humano y, por
tanto, GSK3 suele estar inactivada. Ademas, GSK3 también interactua con la
sefalizacion WNT/B-catenina, y B-catenina y otras proteinas de esta via son dianas de
GSK3. GSK3 puede modificar la actividad de NF-kB, que suele expresarse a niveles

elevados en las células cancerosas (184,186).

En células de cancer de préstata, la inhibicidn de la GSK3B mediante inhibidores
como el cloruro de litio (LiCl) 0 elRO318220 reduce la actividad de los genes estimulados
por andrégenos. La expresion de productos génicos estimulados por andrégenos, como

el PSAy la metaloproteinasa-2 de matriz, también se ve afectada por estos inhibidores.
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GSK3pB actua como un supresor tumoral en el cancer de préstata al inhibir el crecimiento

celular mediado por el receptor de andrégenos (187).

Estos resultados sugieren que la expresion de ACSL4 regula la actividad de mTOR
y el crecimiento celular a partir de diversas sefales, regulando su sefalizacién y sus
efectores. En este contexto, p70S6K es uno de los principales componentes de la via de
sefializacion de mTOR, y su fosforilacién en treonina 389 esta regulada por ACSL4. La
proteina pS6 (serinas 235/236) también estaba presente en niveles similares en estas
lineas celulares, mostrando una vez mas una correlacioén directa entre la regulacién de

la actividad mTOR por ACSL4 y el marcado aumento de los efectores mTORC1 (8).

En este trabajo evaluamos el efecto del inhibidor PRGL493 en el modelo de
cancer de préostata. Observamos que el compuesto inhibe los diferentes componentes
de laviamTOR, disminuyendo los niveles de pS6, los niveles de fosforilacién de GSK3 sin

modificar los niveles de la proteina, y los niveles de AKT fosforilado.

Estos resultados concuerdan con elrolregulatorio de ACSL4 sobre componentes
de la via mTOR en cancer de mama y en estudios realizados en un modelo adrenal
(8,188). Estos hallazgos abren la posibilidad de analizar el rol de esta enzima en procesos
donde la via AKT/mTOR este implicada. Por otro lado, a futuro seria de gran importancia

analizar el efecto del inhibidor en combinacién con inhibidores de la via.

2. CAPITULO 2

2.1. ACSL4ycancerde ovario

Otro objetivo abordado en este trabajo consistié en analizar el rol de ACSL4 y el
nuevo inhibidor en cancer de ovario. En particular, el COE es una neoplasia que afecta
las células del tejido epitelial que recubre los ovarios. Es una enfermedad grave y
representa una de las principales causas de muerte por cancer en mujeres. El
diagnostico suele realizarse en etapas avanzadas debido a la falta de sintomas

especificos y a su ubicaciéon anatémica (107,109).

Para abordar este estudio se analizé en tumores de pacientes con COE la firma

genética de ACSL4 previamente descripta en nuestro laboratorio para cancer de mama
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(8,132). Los resultados obtenidos mostraron una alta correlacion entre ACSL4 y los
genes relacionados con el aumento de su expresion y, en particular, con la familia de
transportadores ABC. El analisis de la expresion de ACSL4 en muestras de pacientes
mediante inmunohistoquimica reveld un incremento significativo de esta enzima en los
tejidos tumorales de COE en comparacion con los tumores de bajo grado y el tejido no
tumoral, demostrando que su expresion aumenta con el estadio de la enfermedad. Estos
resultados concuerdan con el analisis de expresion de ACSL4 en las distintas lineas de
cancer de ovario, donde los niveles de la enzima aumentaron respecto a la linea control

HOSE.

PRLG493 redujo la migracion de las células tumorales de ovario al igual a lo
observado anteriormente en este trabajo para los modelos de mama y prdstata. El
compuesto inhibid la proliferacion celular de las células HOSE y de las de cancer de
ovario. Las IC50 muestran que las células mas sensibles al inhibidor son las células OV-
90. Esto podria deberse a que estas células son las que expresan mayores niveles de
ACSL4 produciendo mayor sensibilidad al compuesto. Las células HOSE, que expresan
niveles bajos de la enzima, resultaron menos sensibles respecto a las otras lineas
celulares, excepto la linea SKOV-3. Esta linea celular, como explicamos anteriormente,
esresistente a multiples tratamientos. La accién de uninhibidor puede verse afectada su
metabolizacién o los transportadores ABC. En este sentido se analizé funcionalmente el
efecto del inhibidor PRGL493 sobre la actividad de los transportadores a través de
ensayos de eflujo con doxorrubicina y Hoechst. A través de estos estudios, se observd
que el compuesto es capaz de inhibir el eflujo de drogas en las lineas celulares OV-90 y
SKOV-3. Estoindicaria que ACSL4, a través de laregulacidn de los transportadores ABC,
puede mediar la resistencia a los tratamientos quimioterapéuticos, como se describio

anteriormente en los modelos de cancer de mamay adrenal (8,188).

Consistentemente con estos resultados, la combinacion de dosis subefectivas
del compuesto con quimioterapéuticos utilizados en el tratamiento del cadncer de ovario
produjo un efecto sinérgico en la inhibicidn de la proliferacion celular en la linea celular
SKOV-3, en comparacion con los tratamientos individuales. Esto indicaria que la
inhibicion de la enzima podria sensibilizar a las células tumorales de ovario a la
quimioterapia, como se observd para mama y prdstata, revirtiendo mecanismos de
resistencia a las drogas. En conjunto estos resultados demuestran el rol de ACSL4 en

cancer de ovario donde existen limitadas opciones terapéuticas, indicando la
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importancia de continuar los estudios para el uso de su inhibidor en tratamientos junto

drogas quimioterapéuticas.

3. Estudios realizados sobre la inhibicion de ACSL4 y PRGL493

en la actualidad

Recientemente, durante el desarrollo de esta tesis, se han descripto nuevos
inhibidores de ACSL4. Uno de ellos, el compuesto AS-252424, ha sido desarrollado como
un inhibidor para el tratamiento de enfermedades relacionadas a la ferroptosis, tales
como lesiones de isquemia/reperfusion y enfermedades neurodegenerativas (189). En
ese trabajo identificaron al compuesto AS-252424 como un potente inhibidor de la
ferroptosis mediante el cribado de una biblioteca de inhibidores de quinasas. AS-
252424 es conocido y utilizado como un inhibidor potente y selectivo de PI3Ky, y esta
implicado en una variedad de acontecimientos fisiopatolégicos al inhibir la actividad
quinasa de esta enzima (189). AS-252424 se une directamente a la glutamina 464 de
ACSL4 para inhibir su actividad enzimatica, lo que resulta en la supresién de la
peroxidacion lipidicay la ferroptosis. En este trabajo muestran el efecto de este inhibidor
en modelos de ferroptosis, pero no analizan el efecto de compuesto en modelos de

cancer o esteroidogénicos.

Notablemente, el inhibidor PRGL493 que hemos desarrollado, es
actualmente comercializado para su uso en investigacién por diversas empresas
biotecnoldgicas, entre ellas Cayman (PRGL493 (CAS Number: 2479378-45-3) | Cayman
Chemical). El compuesto se ha utilizado en trabajos publicados recientemente para
demostrar el rol de la enzima en diferentes patologias principalmente relacionadas a la

ferroptosis y cancer (190-195).

En un estudio sobre céncer de prdstata se demostré que la pérdida del gen
supresor tumoral de retinoblastoma RB1 sensibiliza a las células tumorales a la
ferroptosis mediante el aumento de expresiéon de ACSL4 y, consecuentemente, el
enriquecimiento de los fosfolipidos que contienen AA, componentes clave de la
ejecuciéon de la ferroptosis. La inhibicién de ACSL4 mediante PRGL93, abolid la

sensibilidad de las células silenciadas para la expresidon de RB1 a la ferroptosis (195).

170


https://www.caymanchem.com/product/32748/prgl493
https://www.caymanchem.com/product/32748/prgl493

DISCUSION

Guo, F y col., estudiando la pancreatitis aguda (PA), realizaron un analisis
transcriptomico exhaustivo de la sangre periférica de pacientes con PA y del tejido
pancreatico de un modelo de PA en ratén. Estos analisis identificaron a ACSL4 dentro de
los cuatro genes significativamente incrementados en PA. Los autores demostraron que
PRGL493 reducia notablemente la expresion de IL-6 y TNFa, aliviaba el edema y la
necrosis pancreaticosy disminuia la infiltracion de células inflamatorias. En este estudio

se sugiere el potencial de ACSL4 y su inhibicion como un nuevo tratamiento (191).

En conjunto, éstos y otros trabajos validan el nuevo inhibidor de ACSL4 que
hemos desarrollado en el marco de este trabajo doctoral, demostrando sus efectos en
cancer y ferroptosis, sefialando su uso como un nuevo tratamiento para diversas

patologias.

4. Perspectivas a futuro

Los resultados obtenidos en esta tesis destacan el potencial de los inhibidores
de ACSL4 como una nueva clase de terapias contra el cancer. En el futuro, serd esencial
realizar estudios adicionales para explorar las aplicaciones de los inhibidores de ACSL4
enotrostipos de canceryen combinacién con diversas terapias antitumorales. Ademas,
se requeriran investigaciones continuas para entender mejor los mecanismos

moleculares subyacentes y optimizar las estrategias de tratamiento personalizadas.

La fase preclinica demuestra la posible utilidad terapéutica de una droga. En este
trabajo, se realizaron una serie de pruebas in vitro e in vivo para evaluar la eficacia del
nuevo inhibidor de ACSL4 en modelos de cancer de préstata, mama y ovario. Mas
estudios son necesarios para evaluar en modelos animales las vias de administracion,
formulacién, seguridad, biodisponibilidad, farmacocinética y farmacodindmica del
compuesto PRGL493. Estos estudios son necesarios para poder posteriormente pasar a

la fase clinica del desarrollo del farmaco.

La ferroptosis es ahora ampliamente aceptada como un mecanismo patogénico
clave en una amplia gama de enfermedades y condiciones. Existen evidencias que
sugieren que la ferroptosis puede proporcionar nuevas opciones prometedoras para el
tratamiento de muchas enfermedades. En este sentido, ACSL4, al ser una enzima clave

en este proceso, es también un blanco terapéutico prometedor para este tipo de
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patologias. Esto amplia la posibilidad de la aplicaciéon de PRGL493 en la clinica. Por lo
tanto, en el futuro sera relevante analizar en mayor profundidad el uso de PRGL493 en

las estrategias terapéuticas para dichas patologias.
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El tema de este trabajo fue el desarrollo de un nuevo inhibidor especifico de la
enzima acil-CoA sintetasa 4 (ACSL4) y su potencial aplicacion en el tratamiento de
canceres de mama, ovarioy prostata. ACSL4 es crucial en la regulacion del metabolismo
lipidico, especialmente en los niveles intracelulares de acido araquiddnico. Esta enzima
esta implicada en la agresividad tumoral y en la resistencia a terapias convencionales

promoviendo la proliferacién y migracion celular, y la sintesis de esteroides.

Las principales conclusiones, basadas en los objetivos planteados, obtenidas a

partir de los experimentos realizados son las siguientes:

Desarrollo y caracterizacion del compuesto PRGL493:

(N El compuesto PRGL493 demostrd ser un inhibidor eficaz de ACSL4, superando a

inhibidores como la rosiglitazona en términos de potencia.

1. PRGL493 demostré una eficacia inhibitoria significativa de la actividad de la
enzima tanto en ensayos con la enzima recombinante como en lineas celulares.

Se observé que el compuesto inhibe la actividad, y no la expresién, de ACSL4.

Efecto de PRGL493 sobre la agresividad de las células tumorales, los mecanismos

de resistencia y las vias de senalizacion:

I PRGL493 redujo significativamente la proliferaciéon y migracion de células
tumorales en modelos de cancer de mama, ovario y prdstata, indicando su
potencial para limitar la progresién tumoral. Estos resultados son especialmente

relevantes para canceres agresivos y de dificil tratamiento.

1. La inhibicion de ACSL4 por PRGL493 resulté en un aumento en la expresiéon de
receptores hormonales (de estrégenos y andrégenos) y una disminucion de la
expresion del transportador ABCG2. Estos efectos podrian mejorar la respuesta

a terapias hormonales y reducir la resistencia a quimioterapéuticos.
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i, La inhibicion de ACSL4 por PRGL493 afecta la via PIBK/AKT/mTOR, reduciendo la
fosforilacidon de proteinas clave como AKT y GSK3. Esto sugiere que PRGL493

podria interferir con multiples mecanismos de sefalizacion celular

Efecto de PRGL493 sobre la esteroidogénesis:

l. PRGL493 fue capaz de inhibir la sintesis de novo de esteroides en modelos
celulares e in vivo, lo que podria ser crucial en el tratamiento de canceres
hormono-dependientes, como el cancer de prdstatay de mama. La disminucién
de la esteroidogénesis podria limitar el crecimiento de estos tumores al reducir

la disponibilidad de hormonas que los impulsan.

Combinacion de PRGL493 con farmacos de uso clinico en células tumorales:

l. PRGL493 mostré una sinergia significativa en la inhibiciéon de la proliferacién
celular al combinarse con quimioterapéuticos en el tratamiento de cancer de
mama, de préstata y de ovario epitelial, indicando una sensibilizacion a dichos

tratamientos.

Il. El inhibidor sensibiliz6 a células de cancer de mama triple negativo al

tamoxifeno.

1. Estos efectos indicarian que el inhibidor podria reducir la resistencia a estos
tratamientos en los modelos de cancer estudiados. La combinatoria de
compuestos con distinto mecanismo de accién puede dar como resultado un
efecto sinérgico, obteniéndose un resultado mas efectivo que con la utilizaciéon
de los compuestos individuales. También, con el uso de dosis menores de los
terapéuticos se minimizan los efectos secundarios aparejados al tratamiento,

mejorando la tolerancia a los mismos.
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Efecto de PRGL493 sobre el crecimiento tumoral en modelos in vivo

En ratones con xenoinjertos de cancer de mama triple negativo y cancer de
prostata resistente a la castracion, el tratamiento con PRGL493 resultdé en una

disminucion significativa del volumen tumoral.

PRGL493 aumentdé la expresion de receptores hormonales (REa, y RA) y una
disminucién en los marcadores de proliferacién celular (Ki67) en estos modelos
de xenoinjerto, sugiriendo una reduccion en la agresividad tumoral y una

sensibilizacion tratamientos hormonales.

Estos resultados demuestran la efectividad de este compuesto para inhibir la

progresion tumoral.

Papelde ACSL4y el efecto de PRGL493 en el cancer de ovario epitelial

Se observé una mayor expresion de ACSL4 cancer de ovario epitelial, tanto
en muestras de tumores como en modelos celulares, al compararlas con

tejidoy células de ovario normal.

PRGL493 inhibié la proliferacion y migracién celular, y actividad de los
transportadores de drogas. Ademas, sensibilizdé a las células los
tratamientos con quimioterapéuticos. Esto indica un rol relevante de ACSL4

en este tipo de cdncer como un blanco terapéutico.

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral no solo validan la

eficacia de PRGL493 como inhibidor de ACSL4, sino que también destacan su potencial

como una herramienta terapéutica versatil y poderosa para el tratamiento del cancery

otras enfermedades relacionadas con la esteroidogénesis. Estos hallazgos abren nuevas

vias para el desarrollo de terapias mas efectivas y personalizadas, mejorando las

perspectivas de tratamiento para diversas patologias.
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- Lo mejor sera que bailemos.

- ¢Y que nos juzguen de locos,
sefior conejo?

- ;Usted conoce cuerdos felices?

-Tiene razén, bailemos.
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