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1. Anatomia e histologia de la prdstata normal

La préstata es la glandula accesoria de mayor tamafio del aparato reproductor
masculino. Mide 3 cm en el eje vertical, 2 cm en el eje antero posterior y 4 cm en el eje
transversal. Su peso normal es de unos 20 gramos. Se encuentra situada debajo de la
vejiga urinaria y rodeando a la uretra prostatica. Este drgano crece lentamente desde
el nacimiento hasta la pubertad, luego se expande rdpidamente hasta los 30 afios y a
partir de esa edad permanece estable hasta los 45 anos. Su funcidon es segregar un
liquido lechoso ligeramente alcalino que contiene una gran variedad de sustancias
como acido citrico, o enzimas proteoliticas como antigeno prostatico-especifico
(Prostate Specific Antigen, PSA), pepsindgeno, lisozima, amilasa, hidrolasa, fosfatasa
acida prostatica (PAcP) y seminoplastina. La secrecion prostatica forma parte del
semen y protege a los espermatozoides ya que neutraliza el pH acido de la vagina y asi
contribuye a la motilidad y viabilidad de los espermatozoides (Campbell, 2004).

La prostata estd dividida en tres zonas: la zona central, la zona de transicién y la
zona periférica (McNeal 1968). Estas zonas tienen diferente origen embrioldgico y
pueden ser distinguidas a través de sus caracteristicas anatomicas e histoldgicas, sus
distintas funciones y su susceptibilidad a desarrollar patologias (Lee et al. 2011; Packer
& Maitland 2016).

El epitelio prostatico estd altamente organizado en dos capas contiguas de
células con caracteristicas histologicas diferentes: una capa luminal de células
columnares y una capa basal de células cuboides. Ademas de las células basales vy las
células luminales, existe un tercer tipo de células epiteliales denominadas células
neuroendocrinas (NE) que se encuentran esparcidas por el epitelio. También, se ha
descrito la existencia de un cuarto tipo de célula llamadas células intermedias que
poseen caracteristicas de células basales y luminales (van Leenders et al. 2000). El
epitelio se encuentra rodeado por el estroma que estda constituido por células
nerviosas, fibroblastos, linfocitos, macréfagos, células endoteliales y células
musculares lisas y tiene como funcién dar sostén y mantenimiento al epitelio glandular
(Long et al. 2005; Taylor et al. 2010) (Figura 1).

La capa de células luminales representa el compartimento secretor del epitelio
prostatico, ya que sus células sintetizan y secretan las sustancias que se vuelcan al
liquido prostatico. Expresan receptor de andrégenos (Androgen Receptor, AR) y
requieren de estos para su supervivencia (Long et al. 2005; Taylor et al. 2010).

Las células basales conforman el compartimento proliferativo del epitelio
prostatico. No expresan AR y son independientes de estos esteroides para su
crecimiento (Long et al. 2005; Taylor et al. 2010).

Las células NE no son proliferativas, son altamente diferenciadas, no expresan
AR y no requieren de estos para su supervivencia (McNeal 1988; Isaacs & Coffey 1989;
Bonkhoff & Remberger 1996; Hudson et al. 2000).
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Figura 1. Estructura histoldgica de la préstata.

2. Patologias de la prostata

Las enfermedades de la préstata tienen un profundo impacto en la salud de la
poblacion masculina. Se distinguen varios estados patoldgicos relacionados con
procesos inflamatorios y alteraciones en el crecimiento.

2.1. Hiperplasia benigna prostatica (BPH)

La hiperplasia benigna prostatica (BPH) es el crecimiento crénico, no maligno, del
tejido prostatico que rodea a la uretra que produce, en ultima instancia, un
constrefiimiento de la misma. Suele producirse en la zona de transicién de la préstata.
Debido a esto se asocia con los denominados sintomas el tracto urinario bajo como
son la urgencia y frecuencia al orinar, nicturia, vaciamiento incompleto de la vejiga y
chorro miccional débil. Es una patologia prostatica que afecta mayormente a hombres
de alrededor de 80 afios (Oesterling 1996; Wei et al. 2005; McVary 2007).
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2.2. Estados premalignos

Los modelos actuales de carcinogénesis de cancer de préstata defienden la
existencia de un estado premaligno activador. La evidencia obtenida en los ultimos
afios, permite proponer a la inflamacién como posible desencadenante de estados
premalignos (De Marzo et al. 2007).

El dafo causado por un proceso inflamatorio inicialmente conduce a la aparicién
de atrofia proliferativa inflamatoria (PIA) en puntos focales de la zona periférica de la
prostata, caracterizado por una respuesta al insulto inflamatorio con hiperproliferacion
epitelial. La mayoria de los estudios afirman que las regiones atréficas en las que se
produce PIA no presentan mutaciones genéticas aunque si se ha observado
sobreexpresién de genes antiapoptéticos (De Marzo et al. 1999; Putzi & De Marzo
2000).

La neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) es la lesion premaligna observada con
mayor frecuencia en la préstata. Este proceso se establece cuando el estimulo
inflamatorio se hace croénico. Se caracteriza por hiperplasia de células luminales y
caracteristicas bioquimicas, fenotipicas y genotipicas similares a los del cancer de
prostata (CP), aunque sin la capacidad de invadir la membrana basal (Bostwick et al.
2004; Tomlins et al. 2007; Shen & Abate-Shen 2010; Eminaga et al. 2013).

Se ha observado que las zonas afectadas con PIA pueden mezclarse con aquellas
en las que se observa la aparicién de PIN e incluso con tejido canceroso, proveyendo
asi evidencia de que ambos procesos premalignos se producen como una sucesion
escalonada que precede al desarrollo y progresidon de la carcinogénesis del CP (Packer
& Maitland 2016) (Figura 2).

Normal

Figura 2. Modelo de progresion del cancer de prostata. Existen dos estados patoldgicos
previos a la aparicién del tumor: la atrofia proliferativa inflamatoria (PIA) y la neoplasia intraepitelial
prostatica (PIN). La PIA se establece por un proceso inflamatorio inicial que conduce a una respuesta
local hiperproliferativa del epitelio. La PIN se establece cuando el estimulo inflamatorio se hace crénico
y se caracteriza por una respuesta hiperproliferativa de las células epiteliales y reactividad en la zona
estromal sin pérdida de membrana basal. En ultimo término se desarrolla un adenocarcinoma prostatico
(CP) con una hiperproliferacién descontrolada de células epiteliales luminales y basales, que conducen a
la disrupcion de la membrana basal y esto favorece la infiltracién inflamatoria de la zona estromal
(Modificado de Packer et al. 2016).
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2.3. Cancer

El cancer se considera un proceso patoldgico que resulta de la acumulacidn de
mutaciones somaticas en la progenie de una célula normal, conduciendo a la
adquisicion de ventajas adaptativas de crecimiento en las células mutadas y en ultima
instancia la capacidad de proliferar descontroladamente (Merlo et al. 2006; Greaves &
Maley 2012). Los canceres humanos mas frecuentes surgen de células epiteliales,
aungue es posible detectar canceres que se originan en otros tejidos. En la prostata, el
tumor epitelial mas habitual es el adenocarcinoma prostatico y supone el 95% de los
casos detectados, aunque también pueden surgir otros tumores como sarcomas vy
pequenos carcinomas celulares (van Bokhoven et al. 2003).

2.3.1. Incidencia

El cdncer de préstata (CP) es la segunda neoplasia maligna mas comun en la
poblacidn masculina occidental con mas de un milléon de nuevos casos diagnosticados
en el mundo al afo, y la segunda causa de muerte relacionada con cancer, después del
cancer de pulmdn. Se estima que en los paises occidentales un hombre tiene una
probabilidad aproximada del 10% de desarrollar CP y de un 3-4% de morir por causas
relacionadas con éste. El CP es una enfermedad predominantemente del anciano, con
un 75% de los casos nuevos diagnosticados después de los 65 afios de edad. La
incidencia de la enfermedad ha aumentado en los ultimos anos debido, en parte, a la
deteccidn temprana y al aumento de la poblacién masculina mayor de 65 afios en la
gue se sabe que la enfermedad es prevalente (Quon et al. 2011; DeSantis et al. 2014;
Ferlay et al. 2015).

2.3.2. Etiopatogenia

A pesar de la abundante informacién epidemioldgica actual, ain no existe un
criterio unificado que permita establecer una etiologia definitiva que relacione el
desarrollo del cancer de prdstata con factores ambientales y genéticos.

Presumiblemente, el cancer de préstata se desarrolla debido a defectos
genéticos y alteraciones epigenéticas en una célula inicial que posteriormente genera
un tumor mayor y muy heterogéneo. Las alteraciones gendmicas en el CP son
altamente variables y heterogéneas de paciente a paciente, e incluso dentro del
mismo tumor. Estas disparidades pueden ser explicadas a través de la inestabilidad
gendmica que se produce en el CP. De hecho, algunos autores han descrito al CP como
una “catastrofe epigenética”, debido a que varios cambios ocurridos en el patréon de
metilacién del ADN pueden ser detectados antes de que las células tumorales
adquieran capacidad invasiva sugiriendo que los cambios epigenéticos son eventos
anteriores a la iniciacién del tumor (Perry et al. 2010; Boyd et al. 2012).

La gran diferencia observada en la incidencia mundial de cancer de prostata
entre los paises occidentales y orientales hace pensar que existen factores de
predisposicidn racial y asociados a los diferentes estilos de vida entre estos paises
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(Jemal et al. 2015). Por otro lado, la dieta y los habitos alimenticios son factores que
contribuyen igualmente al desarrollo de esta enfermedad (Labbé et al. 2014).

Ademads, los niveles de andrégenos son también factores importantes en el
desarrollo de la enfermedad. Desde su morfogénesis, la prdstata depende de los
andrdégenos para desarrollarse, como asi también depende de ellos para crecer y
desarrollarse durante la pubertad (Risbridger et al. 2005). La mayoria de las células
prostdticas expresan AR; sin embargo solo las células luminales dependen de estas
hormonas para sobrevivir. La expansién de la capa de células luminales durante las
patologias premalignas y en el CP demuestra que el AR es importante en el desarrollo
de la enfermedad (Maitland et al. 2011).

2.3.3. Estatificacion

Aunque hay numerosos sistemas de estatificacion para evaluar el grado de
malignidad de un adenocarcinoma prostatico, el propuesto por Gleason es el mas
utilizado (Gleason & Mellinger 1974). El sistema de Gleason estd basado en la
identificacion de dos patrones histoldgicos en células de CP de muestras obtenidas por
biopsia o cirugia tefiidas con Hematoxilina-Eosina. Estos dos patrones son el grado de
diferenciacién y el grado de invasion del tejido estromal. A cada uno de ellos se le
asigna un valor del 1 al 5. El grado Gleason se obtiene sumando los valores obtenidos
en cada patron, de forma que los grados Gleason bajos (2-4) corresponderian a
canceres con mejor prondstico y los grados Gleason altos (8-10) a los de peor
pronostico (lczkowski & Lucia 2011).

Hoy en dia también se utiliza con fines prondsticos y diagndsticos, otro sistema
de nomenclatura del Comité Conjunto Americano sobre el Cancer (AJCC). Este sistema
se denomina TNM, siendo T la extension del tumor primario, N la propagacion a
organos linfaticos (ganglios linfaticos loco-regionales) y M la propagacién a drganos
distantes como otros ganglios linfaticos, hueso, pulmdn, higado, glandula suprarrenal y
cerebro, principalmente (Sobin & Compton 2010).

2.3.4. Tratamiento

Las opciones terapéuticas que se aplican en el tratamiento del cancer de
préstata a menudo dependen de la etapa en la que se realiza el diagndstico.

La reseccién quirdrgica o prostatectomia radical suele utilizarse en casos de
tumores confinados a la préstata que se encuentran en las primeras etapas de
desarrollo. Cuando existe un riesgo intermedio a alto de metadstasis, se practica la
diseccidon de nddulos linfaticos pélvicos en combinacidn con la prostatectomia radical
(Horwich 2006; S. et al. 2013; Joniau et al. 2013).

La radioterapia o el implante de pequeiias bolitas radioactivas (braquiterapia),
también se usa en pacientes con CP en las primeras etapas de desarrollo o en los casos
en que el estado general de salud del paciente hace que no se pueda realizar una
cirugia (Postma 2006; Pugh et al. 2013).
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En las etapas mas avanzadas de la enfermedad se emplea la terapia de
eliminacion de andrégenos (Androgen deprivation therapy, ADT) o castracion quimica
gue consiste en la administracién de agonistas de la hormona liberadora de hormona
luteinizante (LHRH) o antagonistas de la secrecion de hormona luteinizante (LH), los
cuales reducen la produccidon de andrégenos por los testiculos (Rick & Schally 2015).
Esta terapia se puede combinar con la administracion de antagonistas de AR para
eliminar la accion de los andrdgenos residuales generados por las glandulas adrenales.
Dichos tratamientos suprimen la proliferacion e inducen apoptosis en las células
tumorales y son efectivos para el tratamiento de la enfermedad avanzada con hasta un
80% de repuesta inicial. Sin embargo, la progresion hacia un cancer de prostata
resistente a la castraciéon (CPRC) ocurre muchas veces en tratamientos superiores a los
24 meses, ya que a veces los tumores crecen aun en ausencia de androgenos. Estos
tumores se definen como hormono-resistentes. Este hecho ha motivado Ia
investigacion para determinar cudles son las vias de sefializacidon relacionadas con el
desarrollo de este fenotipo en la mayoria de los pacientes que son tratados durante un
periodo de tiempo prolongado con ADT (DeSantis et al. 2014).

Otras opciones para el tratamiento del cancer de préstata hormono-resistente
son la inmunoterapia, mediante la utilizacién de distintas citoquinas (Antonarakis &
Drake 2010), terapia génica (Steiner et al. 1998) o inhibicidon de receptores de factores
de crecimiento (Small et al. 2007).
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3. Diferenciacion neuroendocrina en el cancer de prdstata

3.1. Células neuroendocrinas en la préstata normal

Las células neuroendocrinas (NE) fueron descritas en la prostata por primera vez
por Pretl (Pretl 1944), posteriormente Feyrter planted un criterio para identificarlas
(Feyrter 1951) que finalmente fue ampliado y desarrollado por Pearse como sistema
APUD (amine precursor uptake and decarboxylation) (Pearse 1969). Estas células han
sido descritas y ampliamente estudiadas en otros érganos ademas de la proéstata,
incluyendo pulmén, sistema gastrointestinal y pancreas. La mayor parte de nuestro
conocimiento actual sobre las células NE proviene de estos estudios, aunque el
creciente interés que han despertado las mismas ha hecho que la informacién
especifica sobre las células NE en la préstata haya aumentado enormemente en las
ultimas dos décadas.

Aunque las células neuroendocrinas estan presentes en todas las regiones de la
prostata al momento del nacimiento, rapidamente desaparecen de las regiones
periféricas y vuelven a reaparecer en la pubertad (Cohen et al. 1993). Posteriormente a
la pubertad se produce un aumento en el nimero de células NE hasta llegar al nimero
gue persiste desde los 25 hasta los 50 afios aproximadamente (Battaglia et al. 1994).
Estas células se distribuyen, esparcidas o en pequenos grupos, a lo largo de la préstata
pero tienden a ser mas abundantes en los ductos mayores, en tanto que se encuentran
en menor medida en las porciones acinares. A pesar de que su origen aun esta en
debate, se considera que derivan de las células troncales epiteliales que dan origen a
las demas células epiteliales en la préstata normal (Hudson 2004; Long et al. 2005).
Aunque también es posible que las células NE representen un linaje celular
independiente originado a partir de células neurogénicas (Aumdiiller et al. 1999).

Las células neuroendocrinas son células con caracteristicas mixtas de células
epiteliales endocrinas y de neuronas, lo que se correlaciona con el extenso niumero de
productos de secrecién que sintetizan (Yuan et al. 2007). Distintos estudios ultra
estructurales han puesto de manifiesto que los granulos de secrecion presentes en las
células NE son marcadamente heterogéneos en tamafo y forma y estan involucrados
en el almacenamiento y secrecion de una gran variedad de sustancias como
serotonina, histamina, cromogranina A, enolasa especifica de neuronas, Blll-tubulina,
calcitonina, péptido relacionado con el gen de la calcitonina, katacalcina, neuropétido
Y, péptido intestinal vasoactivo, péptido liberador de gastrina (GRP)/bombesina,
somatostatina, proteina relacionada con hormona tiroidea, péptido tipo estimulante
de hormona tiroidea, colecistoquinina, adrenomedulina y factor de crecimiento de
endotelio vascular, entre otros. Algunos de estos productos han sido hallados en el
fluido seminal sugiriendo una posible funcién en la regulacion de la funcién
espermatica. Los receptores de estas sustancias han sido detectados tanto en la
préstata normal como en el CP (Abrahamsson 1999; Sun et al. 2009; Nelson et al.
2007).

Las células neuroendocrinas son altamente diferenciadas y no tienen actividad
proliferativa, dado que se ha visto que no expresan los antigenos de proliferacion Ki67
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y MIB-1, caracteristicos de células epiteliales. Se encuentran en un estado postmitotico
y antiapoptético ya que usualmente expresan factores antiapoptdticos como survivina
y ademas son BclL-2 negativas. Entre sus caracteristicas bioquimicas es de destacar que
no expresan AR ni PSA (Krijnen et al. 1993; Bonkhoff 2001; Xing et al. 2001).

En la préstata normal las células neuroendocrinas aparentemente estarian
involucradas en distintas funciones paracrinas relacionadas con el crecimiento,
diferenciacién, funcién secretora del tejido prostdtico normal y una potencial via de
diferenciacién de las células troncales de manera independiente de andrdgenos
(Nelson et al. 2007).

3.2. Células neuroendocrinas en el cancer de prdéstata

En general el término cancer de prdstata neuroendocrino se refiere a la
presencia de células neuroendocrinas, aisladas o en grupos pequefios, tanto en los
estados premalignos (PIN y PIA) como en el adenocarcinoma de prdstata (Bostwick et
al. 2002). Algunos tumores prostaticos estan compuestos completa o casi
completamente de células con caracteristicas neuroendocrinas, como es el caso del
tumor carcinoide y del carcinoma de células pequefias, ambos muy raros. Sin embargo,
generalmente el porcentaje de células neuroendocrinas en el adenocarcinoma
prostatico es muy bajo.

Son varias las caracteristicas moleculares que diferencian las células
neuroendocrinas de la prostata normal de las que estdn presentes en el cancer de
prostata. En primer lugar, estudios inmunohistoquimicos han demostrado que las
células NE de la préstata normal expresan citoqueratina 5, un marcador de células
basales, mientras que las células NE del CP secretan citoquertaina 18 y fosfatasa acida
prostatica, caracteristicas de células luminales (van Bokhoven et al. 2003; Hudson et al.
2003; Vashchenko & Abrahamsson 2005). En segundo lugar, las células NE tumorales
son altamente agresivas y tienen capacidad tumorogénica (Oesterling 1992). En tercer
lugar, mientras que las células NE de la préstata normal no expresan Bcl-2, una
proteina clave para el desarrollo de la apoptosis por via intrinseca, estudios realizados
en células NE tumorales demuestran altos niveles de Bcl-2 (Segal et al. 1994; Xue et al.
1997). En cuarto lugar, las células tumorales prostdticas y células NE tumorales
expresan la enzima a-metilacil-CoA racemasa (AMCAR), involucrada en la -oxidacion
de los acidos grasos, pero esta enzima no se expresa en células epiteliales y NE de la
préstata normal (Huang et al. 2006).

En el cédncer de préstata hay un aumento de la poblacion de células
neuroendocrinas, que se correlaciona con la progresion del tumor y mal prondstico de
la enfermedad. Se ha sugerido que las células NE juegan un papel importante en la
progresion del CP debido a que secretan hormonas, neuropéptidos y factores de
crecimiento, entre los que destacan bombesina/GRP, serotonina, péptido relacionado
con la hormona paratiroidea (PTHrP) y somatostatina, con potentes efectos
estimulantes de cascadas mitogénicas y angiogénicas en las células cancerigenas
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adyacentes y asi contribuyen a la proliferacién de manera independiente de
andrégenos (Figura 3).

Aunque el origen y el mecanismo celular por el cual se produce el enriquecimiento
de células neuroendocrinas durante la progresién del cancer de préstata estd poco
claro aun, hay evidencia tanto de estudios in vitro como de estudios in vivo de que las
células de CP podrian convertirse en células NE, mediante un proceso conocido como
diferenciacién neuroendocrina (Neuroendocrine differentiattion, NED) adquiriendo
fenotipo neuroendocrino y expresando marcadores neuronales (Komiya et al. 2013).
La idea de que las células NE del CP tienen un origen diferente de las células NE de la
prostata normal estd bastante aceptada y esto ha permitido proponer que las células
NE del CP se diferencian desde las mismas células troncales pluripotentes que originan
a las normales, pero debido a una alteracién en la regulacion del proceso de
diferenciacién de estas células madre en condiciones patolégicas y de eliminacién de
andrdgenos, se favorece el incremento anormal de la poblacién de células NE del CP
(Bonkhoff et al. 1995; Bonkhoff 1998). La NED estd presente en lesiones metastasicas
en médula, pero no en el tumor primario sugiriendo que el proceso de
transdiferenciacion ocurre en células con capacidad invasiva (Cheville et al. 2002;
Roudier et al. 2003). Mas aun, resultados de analisis genéticos de muestras clinicas
revelan que las células NE tumorales comparten el mismo perfil alélico con las demas
células presentes en el tumor pero no con las células epiteliales y NE de la prostata
normal (Sauer et al. 2006).

El fenotipo neuroendocrino ha sido reconocido como una respuesta adaptativa al
tratamiento hormonal y representa una de las caracteristicas del cancer de prostata
mas agresivo (Vashchenko & Abrahamsson 2005; Nelson et al. 2007; Sun et al. 2009;
Wyatt et al. 2016). Ito y colaboradores al igual que Hirano y colaboradores han
respaldado esta idea mediante estudios realizados en muestras clinicas de pacientes
gue han recibido terapia antiandrogénica durante periodos prolongados (superiores a
13 meses) y en ambos casos se ha descrito el aumento de caracteristicas
neuroendocrinas (Ito et al. 2001; Hirano et al. 2004). Los datos obtenidos en muestras
clinicas han sido ampliamente validados por estudios in vivo ya que se ha observado un
aumento de la expresién de marcadores neuroendocrinos en tumores xendgrafos de
células PC-295 y PC-310 (células de cancer de prostata independientes de andrégenos)
generados en ratones castrados (Jongsma et al. 1999; Jongsma et al. 2000). Resultados
similares fueron observados en tumores xendgrafos de células LNCaP y CWR22
(células de cancer deprdstata sensibles a andrégenos) (Burchardt et al. 1999; Huss et
al. 2004) generados en ratones castrados, al igual que en tumores generados en
ratones TRAMP (Kaplan-Lefko et al. 2003).
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Figura 3. Posibles cascadas de sefializacidn relacionadas con los productos de secrecién de las
células neuroendocrinas en el cancer de prdstata. Las sustancias secretadas por las células NE activan
receptores acoplados a proteina G (GPCR) y a su vez esto activa a Src y NF-kB. En adicién a la activacion
de sus dianas directas, tanto Src como NF-kB, transactivan receptores de factores de crecimiento (RTK).
Abreviaturas: CAM (molécula de adhesion celular), EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico), ERK1/2 (quinasa 1/2 regulada por sefiales extracelulares), FAK (quinasa de adhesidn focal),
GPCR (receptor acoplado a proteina G), NF-kB (factor nuclear kappa B), GRP (péptido liberador de
gastrina), PTHrP (péptido relacionado con la hormona paratiroidea), RTK (receptor tirosin quinasa),
VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular). (Modificado de Nelson et al. 2007).
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4. Autofagia

4.1. Tipos de muerte celular programada

La regulacién del balance entre crecimiento, proliferacién y muerte celular es
llevada a cabo mediante multiples mecanismos entre los cuales se encuentra un
proceso altamente controlado y conservado denominado muerte celular programada
(Programmed cell death, PCD). Existen tres tipos de PCD que difieren entre si por sus
caracteristicas morfoldgicas, sus procesos reguladores y por su funcién en el destino
celular (Figura 4).

La apoptosis o muerte celular programada | (PCD |) se caracteriza por la
condensacién de la cromatina, contraccién celular, fragmentacién cromosdmica
debido a la digestion controlada del ADN y finalmente segmentacion de la célula en
cuerpos apoptoéticos rodeados por membrana plasmatica que son reconocidos y
fagocitados sin que se produzca respuesta inflamatoria (Hengartner & Bryant 2000). La
apoptosis es inducida genéticamente a través de un programa de suicidio celular.
Juega un papel crucial durante el desarrollo celular, pero también en la carcinogénesis,
ya que al funcionar como un mecanismo de proteccidon contra la formacién y el
desarrollo del tumor, su desregulacion puede propiciar el proceso tumoral (Russo et al.
2010). Terapéuticamente puede inducirse por multiples tratamientos como radiacion,
guimioterapia y drogas inductoras de sefales apoptdticas (Mahmood & Shukla 2010;
Portt et al. 2011).

La autofagia o muerte celular programada Il (PCD Il) es un proceso multifactorial
que se desencadena de manera escalonada y tiene como consecuencia final la
degradacion de grandes cantidades de material citoplasmatico y organelas. Existe una
intrincada colaboracién entre autofagia y apoptosis. A veces estos dos procesos
ocurren de manera sinérgica y en ocasiones la autofagia es un proceso previo que
desencadena la apoptosis (Liu et al. 2011). Este tipo de muerte celular sera descrito en
mayor detalle en secciones posteriores.

La necrosis o muerte celular programada Il (PCD lll) se caracteriza por la liberacion
descontrolada del contenido celular y un patrén tipico de dafios en el material
genético que conduce a una reaccion inflamatoria en el tejido necrético. Este tipo de
muerte celular ocurre como consecuencia de ciertas situaciones entre las que se
encuentra la isquemia prolongada o el dafio tisular. Aunque en principio se pensaba
gue la necrosis era el resultado fisico de un exceso de estimulos desencadenantes de
apoptosis, actualmente ha cobrado mayor interés cientifico el desvelar cudles son los
mecanismos celulares que podrian regular este fendmeno y desencadenarlo
independientemente de la apoptosis (Portt et al. 2011).

11



Introduccién

optosis ¢ R °.
’ ptr ‘ 00\0 Necrosis
| )

.. Q. Autofagia 0 /. @
2 @X o | Q.OOOO.

Constriccion celular y 0 . 0

emisién de prolongaciones \ %° V- Atjmento del ‘
tipo brotes de la membrana . . .\ . ta'I‘aT‘O celular y
plasmatica © (@) dafio a organelas

intracelulares

(o] (=]

. xf (@] For ion del f m
g : ormacion del autofagosoma
G — . . O._ B

y fusion con el lisosma

(S POAS
o ~¥4 ‘@
- \ 5]
Fragmentacion \ ®; .. @ o Ruptura de la membrana
Vacuolizacion del

nuclear L d @

i plasmatica vy lisis celular
citoplasma con

degradacion de
proteinas y organelas

Figura 4. Tipos de muerte celular programada (PCD): apoptosis, autofagia y necrosis. (Modificado de Tan
et al. 2014).

4.2. Tipos de autofagia

La autofagia es un proceso catabdlico que involucra al lisosoma y esta altamente
conservado en todas las células eucariotas. Fue descrito por primera vez por De Duve y
colaboradores que basaron sus postulados en observaciones realizadas en lisosomas
de higado de rata bajo los efectos del glucagdén (Deter & De Duve 1967). En los afios
recientes la comunidad cientifica ha redescubierto la autofagia y ha aportado grandes
avances para el entendiendo de los mecanismos moleculares y del significado
fisiolégico y patolégico de este proceso (Xie & Klionsky 2007; Mizushima 2007; Levine
& Kroemer 2008). De acuerdo con el tipo de material y del camino hacia el lisosoma, la
autofagia puede ser clasificada en tres tipos bien definidos: macroautofagia, autofagia
mediada por chaperonas (chaperone-mediated autophagy, CMA) y microautofagia.
Cada uno de estos tres tipos de autofagia posee caracteristicas morfolégicas distintivas
pero tienen como mecanismo comun la entrega de material al lisosoma (Yang &
Klionsky 2010; Mizushima et al. 2008) (Figura 5). Se han descrito variantes adicionales
a estos tres tipos que se han nombrado segun el organulo selectivamente degradado,
como por ejemplo: mitofagia (autofagia de mitocondria), pexofagia (autofagia de
peroxisomas), lipofagia (autofagia de liposomas), agregofagia (autofagia de agregados
intracelulares), reticulofagia (autofagia de reticulo endoplasmatico) y ribofagia
(autofagia de ribosomas) (Bernales et al. 2006; Kim et al. 2007; Kraft et al. 2008).

La autofagia ha sido relacionada con un rango de funciones fisioldgicas muy
extenso como la adaptacién a la falta de nutrientes, la diferenciacidon celular, el
desarrollo tisular, la degradacion de organelas anormales y/o dafiadas, la respuesta

12



Introduccion

inmune adaptativa, la regulacion de la relacién vida/muerte celular y la supresion
tumoral. Como cabe esperar, al tener tantas funciones fisiolégicas, el
malfuncionamiento de la autofagia se correlaciona con una lista en permanente
crecimiento de enfermedades tan variadas como enfermedades neurodegenerativas,
desordenes cardiovasculares, hepaticos y pulmonares, patologias infecciosas,
miopatias, enfermedades metabdlicas como la diabetes, envejecimiento y céncer
(Levine & Kroemer 2008; Deretic & Levine 2009; Wirawan et al. 2012).

Proteinas mal

i plegadas (KFERQ) Chaperonas

Autofagia mediada
por chaperonas

Lisosoma

Microautofagia

Macroautofagia

Figura 5. Los tres tipos principales de autofagia. Durante la macroautofagia se degradan
grandes cantidades de citoplasma que se engloban en vesiculas de doble membrana y se fusionan con el
lisosoma. Durante la autofagia mediada por chaperonas, proteinas mal plegadas que poseen un motivo
especifico en su estructura (KFERQ) son reconocidas por chaperonas y translocadas hacia el lumen
lisosomal a través de la proteina LAMP2 presente en la membrana del lisosoma. Por ultimo, en la
microautofagia se procede directamente a la degradacion de sustratos que se introducen en el lisosoma
a través de la invaginacion de la membrana de éste. (Modificado de Gatica et al. 2015).
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4.2.1. Macroautofagia

De los tres tipos principales de autofagia, la macroautofagia (denominada en
términos generales simplemente autofagia) es la mas estudiada. En condiciones
normales, la autofagia colabora en el mantenimiento celular mediante la degradacion
de organelas superfluas y dafadas, mientras que en ciertas situaciones de estrés,
como la disminucidn de los niveles energéticos o de nutrientes, se activa para degradar
material citoplasmatico para la obtencidn de metabolitos intermediarios de vias
biosintéticas permitiendo la supervivencia celular. Asi por lo tanto, la autofagia es
considerada un proceso citoprotector activado en respuesta al dafio celular y de
adaptacion al estrés metabdlico (Parzych & Klionsky 2014).

El proceso de la macroautofagia se desarrolla en una secuencia de etapas que
pueden ser clasificadas segun sus caracteristicas morfolégicas en: induccidén y
nucleacién, elongacion, cierre y maduracion, fusion y degradacién (Figura 6).

La primera etapa comienza con el aislamiento de una estructura membranosa
gue se denomina fagéforo, cuyo origen en mamiferos es controvertido y hay quienes
postulan que deriva de vesiculas de doble membrana que pueden emerger del RE (Axe
et al. 2008; Yla-Anttila et al. 2009; Hayashi-Nishino et al. 2009), del trans-Golgi
(Takahashi et al. 2011), de la membrana plasmatica (Ravikumar, Moreau & Rubinsztein
2010; Ravikumar, Moreau, Jahreiss, et al. 2010), de los endosomas (Simonsen & Tooze
2009) o de la mitocondria (Hailey et al. 2010). La induccién y nucleacion es la
caracteristica morfoldgica distintiva entre la macroautofagia y los otros dos tipos de
autofagia que involucran trafico de membranas (Yang & Klionsky 2010; Parzych &
Klionsky 2014). Posteriormente a la nucleacién, el fagéforo se elonga y engulle
estructuras tan variadas como agregados proteicos, organelas o ribosomas, para
finalmente cerrarse y formar estructuras de doble membrana Ilamadas
autofagosomas. Los autofagosomas utilizan los motores de dineina para moverse a lo
largo del sistema de microtibulos y alcanzar a los lisosomas con quienes se fusionan y
dan origen a los autofagolisosomas. Sin embargo muchos autofagosomas, pueden en
ciertas ocasiones, fusionarse con estructuras llamadas anfisomas que provienen del
sistema endocitico (Eskelinen 2005; Fader & Colombo 2009; Simonsen & Tooze 2009).
La degradacion del material contenido en los autofagolisomas se lleva a cabo por la
accion de las multiples hidrolasas acidas que residen en el interior del lumen lisosomal.

A nivel molecular, la macroautofagia es un proceso altamente regulado que
consta de una maquinaria compleja que controla cada etapa del mismo y permite su
correcta ejecucion (Meijer & Codogno 2004; Mehrpour et al. 2010; Chen & Klionsky
2011; Boya et al. 2013). Actualmente se conoce la existencia de mas de 30 genes
relacionados con la autofagia (Autophagy related gene, ATG) que codifican las
proteinas Atg correspondientes. Estas proteinas juegan un papel fisioldgico crucial en
cada una de las etapas de la macroautofagia y organizan la mayor parte del proceso
(He & Klionsky 2009).
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Figura 6. Etapas de la macroautofagia. (Modificado de Parzych & Klionsky 2014).
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Induccién _y nucleacidn: En mamiferos, la induccién de la macroautofagia es
regulada por un complejo de quinasas formado por ULK1/ULK2-Atg13-RB1CC1-
C12orf44. El complejo de induccion tiene una conformacidn estable y se forma de
manera independiente del estado de nutrientes. En presencia de niveles altos de
nutrientes mTORC1 se asocia con el complejo de induccién y lo inactiva, mediante la
fosforilacién de ULK1/2 y Atgl3. En condiciones de niveles bajos de nutrientes o por
tratamiento con rapamicina, por el contrario, mTORC1 se disocia del complejo, lo que
lleva a una desfosforilacion de ULK1/2 y Atgl3 y como consecuencia se produce la
induccién de la autofagia (Figura 7). Durante la nucleacién, se requiere la actividad del
complejo formado por PI3K IllI-p150-beclina-1, denominado de manera general
complejo PtdIins3K. Este trimero actia durante la formacién de fagoéforo tanto en la
macroautofagia, al unirse con Atgl4, como en la via endocitica al unirse a UVRAG
(Figura 7B) (Kihara et al. 2001; Itakura & Mizushima 2010). La regulacion del complejo
PtdIns3K sucede a través de la interaccidon con beclina-1. La unién de la proteina
antiapoptética Bcl-2 con beclina-1 impide que esta ultima interaccione con PI3K I, lo
gue en definitiva conduce a una inhibicién de la macroautofagia. La interaccion de
beclina-1 con KIAA0226/Rubicon, también inhibe la actividad de PIK3 Il cuando el
complejo esta unido a UVRAG. La regulacion positiva del complejo de nucleacion es
través de la interaccién de beclina-1 con la proteina Ambral (en la macroautofagia) y
la proteina SH3GLB1/Bif-1 (en la via endocitica) (Fimia et al. 2007; Matsunaga et al.
2009) (Figura 7B) (Tabla 1).
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Figura 7. A. El complejo de induccion. B. El complejo de nucleacion. (Modificado de Parzych &
Klionsky 2014).
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Elongacidn y maduracidn: En esta etapa intervienen dos sistemas de proteinas
denominados UBL (ubiquitin-like systems) cuyas actividades durante la expansion del
fagéforo se superponen (Ohsumi 2001). El primer sistema UBL esta constituido por las
proteinas Atgl2-Atg5-Atgl6L1. Una vez que se produce la unidon covalente e
irreversible de Atgl2 con Atg5, proceso en que intervienen secuencialmente Atg7
(enzima activadora de ubiquitina, tipo E1) y Atg10 (enzima conjugadora de ubiquitina,
tipo E2), se produce la union de Atgl6L a Atg5 de manera no covalente. El complejo
Atg12-Atg5-Atgl6ll dimeriza formando largas cadenas (Kuma 2002) que
interaccionan con la membrana del fagéforo en expansion (Figura 8A) (Tabla 1). La
regulacion del complejo Atg12—Atg5-Atgl16L1 es llevada a cabo por la proteina RAB33A
que se une a Atgl6L y la inhibe (Itoh et al. 2008). Por su parte, Atgl2, Atg5 y Atg7 son
reguladas negativamente por acetilacion mediada por la acetiltransferasa KAT2B/p300
(Lee & Finkel 2009). El segundo sistema UBL involucrado en la expansién del fagéforo y
posterior cierre del autofagosoma estd formado por la proteina LC3. Esta proteina se
expresa en la mayoria de las células y se localiza en el citoplasma, pero en condiciones
de induccién de autofagia sufre el procesamiento proteolitico a manos de la cistein
proteasa Atg4 que escinde el extremo C-terminal resultando una cadena denominada
LC3 I. Seguidamente, Atg7 activa la glicina expuesta en el extremo C-terminal de LC3 |
de manera ATP-dependiente y esto permite la transferencia de LC3 | activa hacia Atg3
(enzima con actividad tipo E2) (Kirisako et al. 2000). Finalmente el extremo C-terminal
de LC3 | es conjugado covalentemente con fosfatidiletanolamina (PE) dando lugar a la
forma lipidada que recibe el nombre de LC3 Il. El reclutamiento e integracion de LC3 I
en el interior y exterior de la membrana del fagéforo en crecimiento dependen de la
actividad de Atg5-Atgl2-Atgl6L (complejo enzimdtico que une ubiquitina, tipo E3)
(Figura 8B) (Tabla 1), aunque una vez que se ha producido el cierre y la formacién
definitiva del autofagosoma, LC3 Il se encuentra solo en la cara interna del mismo
(Kirisako et al. 2000; Hanada et al. 2007; Fujita et al. 2008). Varios estimulos
estresantes regulan la macroautofagia a nivel del sistema de conjugacién LC3. La
lipidaciéon de LC3 se acelera en condiciones de escasez de nutrientes y con otros
estimulos (Kabeya 2000).

Cierre y fusidon: Una vez que se ha producido la expansion del fagéforo, éste se
cierra para formar un autofagosoma, el cual se desplazard para alcanzar lisosomas,
fusionarse con ellos y degradar el contenido que lleva en su interior. Este proceso de
fusion da origen a una estructura denominada autofagolisosoma. Esta etapa es
regulada por la proteina UVRAG, que se asocia con el complejo PtdIns3K, activa a la
proteina GTPasa Rab7 y promueve la fusién (Jager et al. 2004; Liang et al. 2008). Se ha
sugerido que algunos componentes de la maquinaria SNARE, como VAM7, VAMY o
sintaxina 17, se localizan el autofagosoma cerrado y maduro y son necesarios para la
fusion con endosomas/lisosomas (Fader & Colombo 2009; Furuta et al. 2010; Itakura et
al. 2012).

17



Introduccién

®y=-

Atgl6l1l 1

Atgl6L1

Atgl6L1

% Asociada a
membrana

.

Desconjugacion ‘

Figura 8. A. El complejo de conjugacion Atgl2—Atg5-Atgl6L1. B. El complejo de conjugacion
LC3. PE: fosfatidiletanolamina. (Modificado de Parzych & Klionsky 2014).
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En la siguiente tabla se recogen las principales proteinas implicadas en el proceso
de autofagia y se sefialan sus funciones.

Etapa Proteina Caracteristicas
ULK1/2 Proteina quinasa fosforilada por mTORC1
., Atgl3 Proteina quinasa fosforilada por mTORC1
Induccién p ;
RB1CC1 Proteina de anclaje para ULK1/2 y Atgl3
C12orf44 Interaccion con Atgl3
PI3K III Formacion de complejo Ptdins3K
P150 Formacion de complejo Ptdins3K
Beclina-1 Formacion de complejo PtdIns3K
.. | Atgl4a Subunidad autofagica especifica
Nucleacion — — -
UVRAG Regulacién positiva y negativa
AMBRA1 Regulacién positiva
KIAA0226/Rubicon | Regulacién negativa
SH3GLB1/Bif-1 Regulacién positiva
Atgl2 Proteina tipo ubiquitina, se une
covalentemente con Atg5h
Atg5 Proteina con plegamientos  tipo
ubiquitina, forma parte del complejo
Atgl12—-Atg5-Atgl6elLl
Atgl6ll Proteina tipo ubiquitina, forma un
Elongacién homodimero que interactua con Atg5
Atg7 Enzima tipo E1
Atgl0 Enzima tipo E2
LC3 Proteina tipo ubiquitina, se conjuga con
fosfatidiletanolamina
Atgd Hidrolasa del extremo C-terminal de LC3
Atg3 Enzima tipo E1

Tabla 1. Proteinas involucradas en la macroautofagia.
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4.2.2. Autofagia mediada por chaperonas

La autofagia mediada por chaperonas (CMA) es un tipo de autofagia que degrada
proteinas citosdlicas solubles mal plegadas. Inicialmente se creia que la CMA
degradaba “a granel” este tipo de proteinas, sin ningun tipo de especificidad. Pero a
principios de los afios 80 comenzd a pensarse la idea de que en realidad habia algo en
la estructura de ciertas proteinas citosdlicas que permitia que fueran degradadas por
esta via autofdgica (Backer et al. 1983). El andlisis individual de todas las proteinas
degradadas por CMA permitié establecer la existencia de un motivo especifico en la
secuencia de aminodcidos de dichas proteinas (KFERQ) y condujo a la identificacién de
la chaperona citosélica Hsc70 capaz de reconocer dicho motivo (Chiang & Dice 1988;
Dice & Chiang 1989; Dice & Terlecky 1990). Esta chaperona junto a sus co-chaperonas
(Bagl, Hip, Hop y Hsc40) llevan los sustratos hacia la superficie de los lisosomas.
Posteriormente a esta etapa de reconociendo, el complejo sustrato-chaperona se
ancla en la membrana a través de la interaccidén con la cola citosdlica de una proteina
transmembrana de un solo paso, LAMP2A, que actlia como un receptor en esta via
autofagica (Cuervo & Dice 1996). La internalizaciéon de las proteinas sustrato precisa
gue éstas se encuentren completamente desplegadas y de la presencia en el lumen
lisosomal de Hsc70 (lys-Hsc70) (Agarraberes et al. 1997). Cuando la translocacion se ha
producido, los sustratos son rapidamente degradados mediante la accion de las
hidrolasas lisosomales (Figura 9).

| Motivo KFERQ

. Hsc70
Chaperonas y S
co-chaperonas \ e .

Proteina
sustrato

Figura 9. Autofagia mediada por chaperonas. (Modificado de Cuervo 2010).
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LAMP2 (lysosomal-associated membrane protein tipo 2) es una proteina de Unico
paso transmembrana que pertenece a una familia de proteinas de membrana
lisosomal altamente glicosiladas cuya funcién es mantener la estabilidad lisosomal y
actuar en la autofagia. Estructuralmente consiste en un polipétido de
aproximadamente 44 kDa con una cola citoplasmdtica corta, un dominio
transmembrana y un dominio luminar extenso. Existen 3 isoformas de LAMP2 surgidas
por procesamiento alternativo del mensajero: LAMP2A, LAMP2B y LAMP2C que
difieren en sus secuencias de aminodcidos confinados en sus regiones transmembrana
y en sus colas citosodlicas. Solo LAMP2A actia como un receptor de membrana
lisosomal en la CMA y aun es desconocido el papel que LAMP2B y LAMP2C cumplen en
la membrana lisosomal. Ademas, LAMP2A puede localizarse en la matriz lisosomal,
pero su origen aun no esta claro. Se ha propuesto que podria surgir como
consecuencia de procesos proteoliticos o cambios conformacionales que actuan sobre
la region transmembrana y originan fragmentos de degradacion (Fukuda 1991; Saftig &
Klumperman 2009).

Ademas de las caracteristicas distintivas de la CMA en cuanto a la especificidad
de sustrato, a diferencia de otros tipo de autofagia, la CMA no requiere la formacién
de vesiculas ya que el material a degradar por esta via es directamente translocado a
través de la membrana lisosomal (Dice 2007; Cuervo 2010).

4.2.3. Microautofagia

El término microautofagia fue acufiado por primera vez por De Duve vy
colaboradores en 1967 y utilizado durante las dos décadas siguientes para describir la
presencia de organelas similares a lisosomas que contenian multiples vesiculas
atrapadas en su lumen (lisosomas multivesiculares). Actualmente, varios estudios
sugieren otra vision de la microautofagia, en la que la membrana del lisosoma se
invagina y engloba el material a degradar formando tubulos desde los cuales se
desprenden vesiculas pequefias en el interior del lisosoma para su posterior
degradacion (Cuervo 2004; Todde et al. 2009). La microautofagia ha sido considerada
tradicionalmente como una forma de autofagia constitutivamente activa en la
degradacion de proteinas de vida media larga y organelas. Sin embargo el
conocimiento de cada uno de los pasos, las proteinas involucradas, la seleccion del
material a degradar y los mecanismos reguladores de este proceso esta aun en sus
primeros pasos en comparacién a lo que se conoce actualmente de la macroautofagia
(Mijaljica et al. 2011).
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5. Mecanismos de senalizacion relacionados con |la
supervivencia celular en la diferenciacion neuroendocrina del
cancer de prdstata.

5.1. Via PI3K/Akt

La via de sefalizacién PI3K/Akt regula diversos procesos celulares como
metabolismo, supervivencia, proliferacidén, apoptosis, crecimiento y migracién celular
(Engelman et al. 2006; Chalhoub & Baker 2009; Vanhaesebroeck et al. 2012).

La familia de las fosfatidil inositol 3 quinasas (PI3Ks) ha sido clasificada en tres
grupos diferentes: PI3K de clase | (PI3K I), PI3K de clase Il (PI3K Il) y PI3K de clase Il
(P13K I11), basandose dicha clasificacion en sus estructuras y especificidad de sustrato.

Los miembros del grupo PI3K de clase | han sido subdivididos de acuerdo con el
receptor que los activa. Asi, PI3K |A se activa por la unién de factores de crecimiento a
los receptores tirosin quinasa (RTK), mientras que PI3K IB se activa a través de
receptores acoplados a proteinas G (G protein—coupled receptors, GPCRs). Los
miembros de la clase IA son heterodimeros formados por una subunidad reguladora
p85 (con tres isoformas: a, B, y y) y una subunidad catalitica p110 (con tres isoformas
a, B, y 8). Los miembros de la clase IB estan formados por una subunidad reguladora
p101 y una subunidad catalitica p110y. La activacion de un receptor tirosin quinasa
(RTK) o de un receptor GPCR a partir de la unién de insulina, factores de crecimiento,
lipopolisacarido A (LPA) o citoquinas, induce el reclutamiento de PI3K | hacia la
membrana plasmatica donde se produce la fosforilacion de fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato (PIP,) dando lugar a fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato (PIP3). Este segundo
mensajero activa una serie de cascadas de sefializacidon dependientes e independientes
de Akt que regulan funciones celulares como crecimiento, metabolismo, motilidad,
supervivencia y transformacién. La fosfatasa PTEN (Phosphatase and tensin homolog)
es una fosfatasa que regula negativamente la actividad de PI3K I, desfosforilando a PIP3
y convirtiendolo en PIP, con lo cual la activacién de sus dianas no se produce
(Engelman et al. 2006; Thorpe et al. 2015) (Figura 10A).

Existen tres isoformas de PI3K de clase II: PI3K Ila, PI3K IIB y PI3K Ily, codificadas
por genes diferentes (PIK3C2A, PIK3C2B y PIK3C2G respectivamente). Este miembro de
la familia de PI3K es monomérico y no posee subunidad reguladora. PI3K lla y PI3K II
tienen expresién ubicua, mientras que la expresion de PI3K Ily estd restringida a
higado, prostata y mama (Falasca & Maffucci 2012). PI3K de clase Il puede ser activada
por hormonas, factores de crecimiento, quimioquinas, citoquinas, fosfolipidos y Ca*%.
Esta clase de PI3K fosforila fosfatidil inositol (PI) dando lugar a fosfatidilinositol 3-
fosfato (PIP). El papel fisioldgico de PI3K Il no esta claro aun, pero estudios recientes
sugieren que PI3K lla es importante en la regulacidn de la angiogénesis y la funciéon
ciliar (Yoshioka et al. 2012; Franco et al. 2014). Adicionalmente, se ha demostrado que
PI3K llacy PI3K IIB intervienen en la regulacién funciones celulares como el crecimiento
y la superviviencia. La familia de las fosfatasas miotubularinas (MTM) remueven el
fosfato en posicion 3° de PIP y en consecuencia inactivan a PI3K Il (Gaidarov et al.
2001; Thorpe et al. 2015) (Figura 10B).
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La PI3K de clase Ill, o Vps34, es codificada por el gen PI3KC3. PI3K Ill forma un
heterodimero con p150 (codificada por el gen PIK3R4). En mamiferos, PI3K Il se
expresa de manera ubicua y desempena funciones en la regulaciéon del crecimiento
celular en respuesta a condiciones de ayuno a través de mTORC1 y en la activacién de
la autofagia. PI3K Il puede ser activada por estimulos que incluyen amino acidos,
glucosa y otros nutrientes y una vez activa fosforila fosfatidil inositol (Pl) dando lugar a
fosfatidilinositol 3-fosfato (PIP). Al igual que PI3K II, la familia de las fosfatasas
miotubularinas (MTM) desfosforilan la posicion 3" de PIP e inactivan a PI3K IIl.
(Wurmser & Emr 2002; Nobukuni et al. 2005; Thorpe et al. 2015) (Figura 10C).

La proteina Akt, actualmente conocida como proteina quinasa B (PKB), es una
serin/treonin quinasa que juega un papel central en la via de sefializacién de PI3K.
Existen tres isoformas de Akt: Aktl (PKBa), Akt2, (PKBf) y Akt3 (PKBy) (Gonzalez &
McGraw 2009). La activacidon de Akt depende de PI3K de clase |. Esta quinasa genera
fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato (PIP3) y este segundo mensajero recluta Akt hacia la
membrana plasmatica donde se produce la activacion mediante dos fosforilaciones
sucesivas en distintos residuos. La primera fosforilacion sucede en treonina 308,
mediante la quinasa dependiente de fosfatidilinositol 1 (PDK1) y la segunda en serina
473 mediante el complejo 2 de la proteina diana de rapamicina en los mamiferos
(mTORC2). Una vez activada, Akt se desplaza desde la membrana plasmatica al citosol
y al ndcleo donde promueve la fosforilacién de diferentes y muy variadas proteinas
diana (Liu et al. 2009) (Figura 11). Desde su descubrimiento, Akt ha sido el objeto de
estudio de numerosos grupos de investigacion con el fin de establecer su papel en la
progresion tumoral, el metabolismo, el crecimiento, la diferenciacion y superviviencia
celular. La diversidad de funciones realizadas por Akt es posible gracias a la existencia
de las tres isoformas descritas, debido a que cada una lleva acabo funciones
especificas pero a su vez se solapan entre si, lo que permite cubrir un abanico muy
grande de funciones bioldgicas.
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Figura 11. Via de sefializacion PI3K/Akt. El aumento de fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato (PIP;)
asociado a la activacion de PI3K de clase | favorece la unidon de Akt mediante su dominio PH a PIP3 y su
posterior translocacién a la membrana plasmatica. Posteriormente, sobre Akt actian dos quinasas
activadoras: PDK1 y mTORC2. En su forma bifosforilada, Akt es capaz de fosforilar, por su parte, un
amplio rango de sustratos, ya sea activando o inhibiéndolos, y esto resulta en un amplio abanico de
mecanismos celulares y funciones bioldgicas. 4EBP1, elF4E-binding protein 1; AS160, AKT substrate of
160 kDa; BAD, BCL-2 antagonist of cell death; BIM, BCL-2-interacting mediator of cell death; elFAE,
eukaryotic translation-initiation factor 4E; eNQS, epithelial nitric oxide synthase; FOXO, forkhead box O;
GS, glycogen synthase; GSK3, GS kinase 3; GTP, guanosine triphosphate; PTEN, phosphatase and tensin
homologue; RHEB, RAS homologue enriched in brain; rS6, ribosomal S6 protein; S6K, S6 kinase; TSC,
tuberous sclerosis 2. (Modificado de Vanhaesebroeck et al. 2012).
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Uno de los sustratos de Akt es la proteina diana de rapamicina en los mamiferos
(mTOR), serin/treonin quinasa formada por dos complejos estructural y
funcionalmente distintos: el complejo 1 (mTORC1) y el complejo 2 (mTORC2) (Hay &
Sonenberg 2004; Laplante & Sabatini 2012). Ambos complejos se localizan en
diferentes compartimentos subcelulares, lo que repercute tanto en su activacién como
en su funcion (Wullschleger et al. 2006; Betz & Hall 2013; Huang & Fingar 2014). El
complejo mTORC1 estd compuesto por las proteinas raptor, PRAS40 y mLST8 y su
actividad es estimulada por insulina, factores de crecimiento, suero, acido fosfatidico,
aminoacidos (particularmente leucina) y por el estrés oxidativo (Wullschleger et al.
2006; Kim et al. 2002; Fang et al. 2001). mTORC1 controla el crecimiento celular a
través de la fosforilacion de la quinasa de S6 (p70S6K) y de 4E-BP1 (Sparks & Guertin
2010). Por su parte, el complejo mTORC2 se compone de las proteinas Sinl, rictor y
mLST8 (Sabatini 2006) y es el responsable de fosforilar a Akt en la serina 473, con lo
cual esta intimamente relacionado con el control del metabolismo y la supervivencia
(Betz & Hall 2013; Betz et al. 2013) (Figura 11).

La via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR ha sido fuertemente implicada en la
progresion del cancer de préstata (Chalhoub & Baker 2009; Chang et al. 2015). Se sabe
qgue en el 50-80% de los casos de cancer de préstata avanzado y aproximadamente en
el 20% de las lesiones localizadas se produce una delecién del gen supresor de tumores
PTEN encontrandose asi esta via sobre activada (Lee et al. 2008). Como consecuencia
de esto, la actividad de Akt esta constitutivamente elevada en células de CP y la terapia
de eliminacion de andrégenos eleva aun mas dicha actividad. Martin-Orozco y
colaboradores han demostrado el tratamiento con EGF (un ligando del receptor ErbB1)
evita la adquisicion de NED en células LNCaP por eliminacion de andrdgenos pero que
dicho tratamiento en combinacién con la inhibicion de PI3K | por tratamiento con
LY294002 induce NED. Este resultado sugiere que la inhibicién de la via de sefializacion
PI3K/Akt modula el efecto proliferativo de EGF hacia un efecto inductor de NED
(Martin-Orozco et al. 2007). Un trabajo posterior de este mismo grupo de investigacion
demostré que la induccién de NED por tratamiento con EGF en combinacién con
LY294002, se correlacionaba con un aumento en la expresion y actividad de ErbB2 por
un mecanismo independiente de la via PI3K/Akt (Cortés et al. 2012).

La via PI3K/Akt se encuentra en estrecha relacion con la via del receptor de
andrégenos (Lin et al. 2001) y de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK) (De
Luca et al. 2012), por lo cual se superpone estrechamente con la regulacién de la
supervivencia, progresion, metdstasis y resistencia tumoral. En los ultimos afios se ha
propuesto que en el CPRC se produce una compensacién de la via del AR por una
activacion de Akt/mTOR (Antonarakis et al. 2010; Floc’h & Abate-Shen 2012).
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5.2. Quinasa dependiente de AMP

La quinasa dependiente de AMP (AMPK), es una serin/treonin quinasa que se
encuentra presente en todas las células eucariotas en forma de complejo
heterotrimérico compuesto por una subunidad catalitica o y dos subunidades
reguladoras 3 y y. En humanos y otros mamiferos, la subunidad o es codificada por dos
genes (PRKAA1/PRKAA2 que codifican a al/a2 respectivamente), la subunidad 3 por
dos genes (PRKAB1/PRKAB2 que codifican a B1/B2 respectivamente) y la subunidad y
por tres genes (PRKAG1/PRKAG2/PRKAG3 que codifican a y1/y2/y3 respectivamente).
De todas estas subunidades surgen 12 posibles combinaciones de subunidades o, By y
para formar los heterotrimeros, aunque ciertas combinaciones se ven mas favorecidas
(Birk & Wojtaszewski 2006; Hardie 2007a; Towler & Hardie 2007). La subunidad o
tiene su dominio catalitico en la region N-terminal, en tanto que para interaccionar con
las otras dos subunidades utiliza su extremo C-terminal (Hardie 2007b). La subunidad 3
es fundamental para el ensamblaje del heterotrimero (Iseli et al. 2005) y posee en su
region N-terminal un dominio de unidn a glucégeno que se cree que permite a AMPK
actuar sobre este tipo de particulas (Polekhina et al. 2003; Hudson et al. 2003). La
subunidad y posee cuatro repeticiones en tandem de motivos CBS (cistationina
[ sintasa), que funcionan como sitios de unién tanto para AMP como para ADP o ATP
(Xiao et al. 2007; Xiao et al. 2011). La unidon de AMP a la subunidad y activa
alostéricamente el dominio quinasa en la subunidad catalitica o.. Ademas, AMP inhibe
la desfosforilacion de la treonina 172 en el dominio quinasa de la subunidad catalitica
o que es necesario para la activacion de AMPK (Davies et al. 1995; Suter et al. 2006;
Sanders et al. 2007a; Sanders et al. 2007b) (Figura 12).

AMPK actla como un sensor energético que contribuye al mantenimiento del
balance energético tanto a nivel celular como a nivel del organismo en condiciones de
estrés metabdlico en las que se produce una caida en los niveles de ATP. La
disminuciéon de ATP intracelular que resulta en un aumento de la relacion AMP/ATP y
AMP/ADP y activa a AMPK puede producirse por inhibicidn de la produccién (hipoxia,
eliminacion de glucosa, tratamiento con biguanidas, xenobidticos) como por
aceleracién de su consumo (contraccion muscular) (Hardie et al. 2016).

La fosforilacion de AMPK en treonina 171 de la subunidad catalitica o se produce
por las quinasas LKB1 (Liver kinase B1) (Hawley et al. 2003) y CaMKKp
(Ca®*/calmodulin-dependent protein kinase kinase 8) (Woods et al. 2005) (Figura 12).
LKB1 es la principal quinasa de AMPK y para ser activa conforma un heterotrimero con
STRAD (STE20-related adaptor) y MO25 (mouse protein 25). Diferentes lineas de
investigacion han demostrado que la fosforilacién de la subunidad o dependiente de
LKB1 se incrementa notablemente cuando AMP se une a la subunidad y. Los estimulos
gue activan a LKB1 estan principalmente relacionados con la alteracion del
metabolismo energético (Kahn et al. 2005; Kim et al. 2016). En oposicién, el efecto de
CaMKKB sobre AMPK se produce en respuesta a incrementos de Ca*
independientemente de cambios en los niveles de AMP intracelular. Asi, CaMKKp
provee una via alternativa de activacién de AMPK principalmente relacionada con la
regulacién hormonal (Hattori et al. 2008).
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Una vez activada, AMPK mantiene el balance energético inhibiendo procesos
anabdlicos y activando procesos catabdlicos por fosforilacion directa de enzimas
metabdlicas o de factores de transcripcidn y coactivadores (Steinberg 2009). Asi, AMPK
puede restringir el crecimiento celular mediante (i) inhibicion de la sintesis proteica
por fosforilacion directa de TSC2 y raptor (regulador negativo y componente de
mMTORC1 respectivamente), (ii) bloqueo de la sintesis de acidos grasos y colesterol por
fosforilacién directa de las enzimas ACC1 y HMGR e inhibiciéon de los factores de
transcripcion SREBP y ChREBP), (iii) parada del ciclo celular y apoptosis a través de
diversos mecanismos que incluyen estabilizacion de p53 y regulacion del inhibidores
de CDKs p21V*™ y p27°° entre otros (Luo 2010).

Otro aspecto biolégico importante de AMPK es el papel que desempeiia en la
autofagia, debido a que es capaz de fosforilar a dos de los componentes de la
iniciacion de la autofagia como son ULK1 (Kim et al. 2011a; Egan et al. 2011) y PI3K 1lI
(Kim & Guan 2013). Esto tiene especial relevancia en condiciones de estrés, como
hipoxia y carencia de glucosa, en las que se produce una estimulacién de la autofagia
dependiente de AMPK (Meijer & Codogno 2007; Papandreou et al. 2008). Por otro
lado, AMPK fosforila y estabiliza a p27kipl lo que resulta suficiente para inducir
autofagia (Liang et al. 2007). Sin embargo, la interconexién molecular entre AMPK y la
autofagia tiene aun muchos aspectos desconocidos y es un campo prometedor donde
expandir el conocimiento de la red funcional de AMPK en relacidon con la homeostasis
metabdlica (Figura 12).
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Figura 12. Procesos celulares en los que interviene la quinasa dependiente de AMP (AMPK).
AMP: Adenosin monofosfato, ATP: Adenosin trifosfato. (Modificado de Kim et al. 2016).
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Debido a su papel en la regulacion de la homeostasis de los hidratos de carbono,
lipidos y proteinas, AMPK estd involucrada en varias enfermedades, incluido el cancer.
A pesar de que la via de activacion de AMPK fue originalmente caracterizada como una
cascada de sefalizacién supresora de tumores, existe evidencia de que AMPK juega un
papel bastante mds complejo en cdncer y no es posible simplemente definirla como
oncogénica o supresora de tumores (Kim 2015; Zadra et al. 2015).

En cdncer de préstata un cierto nimero de hallazgos determinan que AMPK
promueve el crecimiento tumoral, mientras que otro numero similar propone que
tiene propiedades inhibitorias sobre el ciclo celular (Flavin et al. 2011). La pérdida de
actividad de AMPK estd relacionada con el desarrollo de la transicién epitelio-
mesénquima en cancer de prdstata y mama, lo que sugiere que la actividad de AMPK
es fundamental para contrarrestar la EMT relacionada con la invasidon y metastasis
tumoral (Chou et al. 2014). También, se ha demostrado que la proteina Akt fosforila
AMPK en la serina 485, reduciendo su activacion mediante LKB1 (Horman et al. 2006),
lo cual tiene un importante connotacién en tumores en los cuales se da hiperactivacion
de Akt por mutaciones con pérdida de funcidon de PTEN o mutaciones activadoras de
PI3K, como es el caso de la mayoria de los canceres de prostata.
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6. Cannabinoides

La planta de la marihuana o Cannabis sativa ha sido usada durante mas de 5000
anos con fines recreativos y medicinales. Los tratados de medicina china, que datan de
varios siglos atrds, ya hacian referencia al uso de esta planta para el tratamiento del
dolor como asi también para producir estados alucindgenos (Felder & Glass 1998). Sin
embargo el interés sobre la funcidn fisioldgica y la capacidad terapéutica de los
cannabinoides ha cobrado importancia tan solo desde hace poco mas de 50 afios, a
partir del aislamiento del delta-9-tetrahidrocannabinol (THC), el mds abundante de los
cannabinoides presentes en la planta de la marihuana (Gaoni & Mechoulan 1964).

6.1. Sistema endocannabinoide

Cannabis sativa contiene tres tipos de moléculas bioactivas: flavonoides,
terpenoides y alrededor de 70 tipos distintos de cannabinoides. Los cannabinoides son
los principales componentes activos, siendo el delta-9-tetrahidrocannabinol (THC) el
mas abundante. Como ya se ha comentado, a pesar de los usos tan variados de la
marihuana, el descubrimiento de los receptores de cannabinoides y de sus ligandos
enddgenos ha tenido lugar hace pocas décadas atras. El aislamiento del THC, estimuld
la investigacion para obtener un amplio rango de analogos sintéticos con propiedades
similares a las del componente de la planta. Mas de dos décadas después del
descubrimiento del THC se identificaron los receptores de cannabinoides, CB1 (Devane
et al. 1988; Matsuda et al. 1990) y CB2 (Munro et al. 1993). Entre estos dos hallazgos,
se establecid la existencia de ligandos enddgenos capaces de unirse a estos receptores,
lo cual en conjunto actualmente se conoce como sistema endocannabinoide (Devane
et al. 1992). El sistema endocannabinoide estd constituido por cannabinoides
endogenos (endocannabinoides), receptores de cannabinoides y enzimas capaces de la
sintesis y degradacion de los endocannabinoides.

El sistema endocannabinoide estd implicado en un gran nimero de funciones
fisiolégicas, tanto a nivel del sistema nervioso como en distintos érganos. Debido a
esta pléyade de funciones, la modulacion de Ila actividad del sistema
endocannabinoide es una prometedora herramienta terapéutica en el manejo de
diversas y variadas enfermedades que van desde el Parkinson, enfermedad de
Huntington, esclerosis multiple, obesidad y cancer, entre otras (Bifulco & Di Marzo
2002; Pacher et al. 2006; Pisanti & Bifulco 2009).

6.2. Ligandos cannabinoides

El término cannabinoide hace referencia a un grupo de compuestos quimicos
gue tienen la capacidad de activar a los receptores de cannabinoides. Segln su origen
pueden ser clasificados como: endocannabinoides (sintetizados en células de
mamiferos), fitocannabinoides (sintetizados en la planta Cannabis sativa) y
cannabinoides sintéticos (desarrollados mediante sintesis quimica) (Nikan et al. 2016).
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6.2.1. Endocannabinoides

Los endocannabinoides son moléculas de naturaleza lipidica sintetizadas
ubicuamente. Modulan distintas actividades celulares mediante la unién a receptores
CB1 y CB2 en la mayor parte de los casos, aunque también se ha descrito que son
capaces de realizar sus efectos mediante otros tipos de receptores. Los distintos tipos
de endocannabinoides derivan de acidos grasos de cadena larga poli insaturada unidos
a etanolamina o glicerol. Entre los que se unen a etanolamina se encuentran el primer
endocannabinoide descrito, anandamida (N-araquidoniletanolamina, AEA) y otros que
han sido aislados mas recientemente como N-oleiletanolamida (OEA) y N-
palmitoiletanolamida (PEA). De los cannabinoides que se unen a glicerol se encuentran
2-araquidonil glicerol (2-AG) y 2-araquidonil gliceril éter (noladina, 2-AGE). Otros
endocannabinoides  descubiertos mads  recientemente  incluyen a @ N-
homolinoleniletanolamina, O-araquidonil etanolamina (virodamina), N-dihomo y-
linoleniletanolamina, N-docosahexaenil etanolamida (DHEA) vy eicosapentaenil
etanolamida (EPEA) (Diaz-Laviada 2011) (Figura 13).

La funciéon de la mayoria de los endocannabinoides ha sido caracterizada
principalmente en sistema nervioso central (Wilson & Nicoll 2002) en donde se
sintetizan “a demanda” por las células postsindpticas, se liberan al espacio sinaptico, se
unen a las receptores de cannabinoides y actian como neuromoduladores o
mensajeros retrégrados (Hermanson & Marnett 2011; Lu & Mackie 2016).

6.2.2. Fitocannabinoides

De los aproximadamente 500 compuestos presentes en la planta Cannabis
sativa, solo unos 70 son considerados cannabinoides. Poseen una estructura triciclica
de 21C formada generalmente por tres anillos: ciclohexeno, tetrahidropirano y
benceno. De todos ellos, el principal componente activo es el delta-9-
tetrahidrocannabinol (THC), aunque en la planta estan presentes en menor medida el
cannabigerol (CBG), el cannabicromeno (CBC), el cannabidiol (CBD) y el cannabinol
(CBN). Otros fitocannabinoides en estudio, por sus posibles propiedades terapéuticas,
son el delta-9-Tetrahidrocannabivarin (THCV), el acido delta-9-Tetrahidrocannabinolico
(THCA) y el acido cannabididlico (CBDA) (ElSohly & Slade 2005; Delong et al. 2010)
(Figura 13).

6.2.3. Cannabinoides sintéticos

La sintesis quimica ha permitido la obtencién de una gran variedad de
cannabinoides sintéticos con diferente capacidad de unién a los receptores de
cannabinoides, lo que supone una herramienta muy util para el estudio del potencial
terapéutico de estos compuestos. Se dividen en dos clases en funcién de su estructura:
cannabinoides cldsicos, que poseen una estructura parecida a la de los
fitocannabinoides, y cannabinoides no clasicos que poseen una estructura quimica que
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difiere altamente de la del THC (Castaneto et al. 2014). Dentro de éstos compuestos se
encuentran tanto agonistas como antagonistas de los receptores de cannabinoides
CB1 y CB2, o compuestos con afinidad mas selectiva hacia uno de los dos tipos de
receptores. El cannabinoide utilizado en esta tesis doctoral es R-(+)-WIN 55 212-2
(WIN), que se engloba dentro del grupo de cannabinoides sintéticos no clasicos y es un
agonista no selectivo de CB1 y CB2. Los antagonistas sintéticos utilizados en esta tesis
doctoral fueron SR141716 (SR1 o rimonabant) y SR144528 (SR2) que actian como
agonistas inversos de CB1 y CB2 respectivamente y su unién al receptor cannabinoide
bloquea totalmente la activacidon inducida por un agonista (Pertwee et al. 2010)
(Figural13).

Fitocannabinoides
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Figura 13. Clasificacion de los cannabinoides segun su origen.
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6.3. Receptores de cannabinoides

Debido a que el THC es altamente lipofilico, posteriormente a su descubrimiento
y purificacién se pensd que ejercia sus efectos a través de interacciones que
estimulaban o inhibian enzimas asociadas a la membrana plasmatica y/o alterando el
estado de canales idnicos (Hillard et al. 1985; Martin 1986). Actualmente, se sabe que
los cannabiboides actuan a través de la unidn a varios receptores, de los cuales CB1 y
CB2 son los mayoritarios (Figura 14).

Los receptores CB1 y CB2 son miembros de la superfamilia de receptores con
siete pasos transmembrana acoplados a proteinas G (GPCR) y entre ellos hay un alto
grado de similitud. CB1 y CB2 han sido clonados y caracterizados a partir de tejidos de
mamiferos y la principal diferencia entre ellos radica en su cola citoplasmatica y su
patrén de expresion. CB1 se denomind originalmente “receptor central” y CB2 se
denomind “receptor periférico”, pero actualmente se sabe que ambos puede tener
una distribucién bastante mdas amplia (Alexander et al. 2009).

El receptor CB1 tiene una localizacidon ubicua, aunque preferente en sistema
nervioso central (ganglios basales, hipocampo, cerebelo y corteza) donde desencadena
principalmente efectos psicoactivos. Pese a que se caracterizdé como un receptor de
sistema nervioso ha sido detectado en testiculo, Utero, endotelio vascular, bazo y
adipocitos (Mackie 2005). Si bien el receptor CB2 cldsicamente ha sido considerado de
expresion restringida a células y organos del sistema inmune (linfocitos B y bazo) en
donde no se relaciona con el desencadenamiento de efectos psicoactivos (Galiegue et
al. 1995; Felder & Glass 1998; Howlett et al. 2002), también se ha visto que se expresa
en sistema gastrointestinal, hueso, tejido adiposo, en diversas zonas de tracto genital
como asi también se expresa en células tumorales (Guzman 2003; Pacher et al. 2006;
Sarfaraz et al. 2008; Greineisen & Turner 2010; Diaz-Laviada 2011; Pertwee 2012).
Ademas, el receptor CB2 se expresa en sistema nervioso central y periférico donde
modula la liberacién de neurotransmisores (Morgan et al. 2009).

Ambos tipos de receptores de cannabinoides ejercen sus efectos bioldgicos
estimulando la transduccidn de sefiales a través de proteinas Gi/o, pudiendo también
activar Gs y Gg/11 (Sharma et al. 2015). Este acoplamiento conduce a una inhibicion
de la actividad de multiples efectores entre los que destaca la adenilil ciclasa (AC). El
receptor CB1 también puede inhibir varios canales idnicos, entre ellos de calcio,
potasio y sodio. Los distintos miembros de la familia MAPK pueden ser activados por
los dos receptores de cannabinoides a través de PI-K de clase |, regulando asi el
crecimiento celular (Howlett 2005; Turu & Hunyady 2010; Bosier et al. 2010). Ademas,
también pueden regular los niveles de calcio intracelular mediante la activacién de
fosfolipasa C (PLC), metabolismo del acido araquiddnico, sintesis de ceramida y
produccién de 6xido nitrico. Asimismo, pueden regular la transcripcion por medio de
distintos factores de transcripcion, entre ellos c-Fos, Kros-24 y NFkB (Diaz-Laviada &
Ruiz-Llorente 2005; Pacher et al. 2006; Dalton et al. 2009) (Figura 14).
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Figura 14. La activacion de los receptores CB1 y CB2 mediante los cannabinoides modula
diversas cascadas de sefializacidn, que en ultima instancia, controlan el balance entre supervivencia y
muerte celular. AC (adenilil ciclasa), DAG (diacilglicerol), PLC (fosfolipasa C), PKA (proteina quinasa A),
PKC (proteina quinasa C). (Modificado de Chakravarti et al. 2014).

6.4. Cannabinoides y cancer

Los cannabinoides han sido utilizados con éxito en el tratamiento de los efectos
secundarios que acompafian a la terapia del cdncer como son dolor, nauseas, vémitos
y pérdida de apetito y de peso. Pese a ser utilizados como tratamiento paliativo de los
efectos de la quimioterapia y radioterapia, aln no son utilizados como agentes
antitumorales en la practica clinica. La primera evidencia del efecto antitumoral de los
cannabinoides data del afio 1975 cuando Munson y colaboradores demostraron que el
THC tenia efecto inhibitorio del crecimiento en células de cancer de pulmén por
administracion oral en ratones (Munson et al. 1975). Desde entonces un creciente
volumen de trabajo cientifico ha demostrado que estos compuestos tienen efecto
antiproliferativo, antiangiogénico, antimetastasico y proapotdtico en varios tipos de
canceres que incluyen cancer de pulmdn, tiroides, piel, Utero, mama, pancreas,
préstata, higado, glioma y linfoma tanto en estudios in vitro como in vivo (Galve-
Roperh et al. 2000; Sanchez et al. 2001; Blazquez et al. 2006; Bifulco et al. 2008;
Sarfaraz et al. 2008; Olea-Herrero et al. 2009a; Salazar et al. 2009; Guindon &
Hohmann 2011; Vara et al. 2011; Hermanson & Marnett 2011; Chakravarti et al. 2014;
Velasco et al. 2016; Morell et al. 2016).
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A pesar de las multiples evidencias preclinicas existentes sobre el uso terapéutico
de los cannabinoides como agentes antitumorales, hasta la fecha sélo existe un ensayo
en fase clinica | aprobado por el Ministerio Espafiol de Sanidad en 2002 (Guzman et al.
2006). El objetivo de este estudio fue evaluar la administracion intratumoral de THC en
pacientes con glioblastoma multiforme recurrente, un tumor primario muy agresivo de
pobre prondstico. Se encontrd que la administracién intracraneal de THC era segura y
no presentaba efectos psicoactivos, disminuyé la proliferacion celular del tumor e
indujo apoptosis, pero tuvo un tenue impacto sobre la media de supervivencia de
estos pacientes (Alexander et al. 2009; Pisanti & Bifulco 2009).

6.5. Cannabinoides y cancer de prdstata

Pese a que la biosintesis de endocannabinoides en el tejido prostatico no ha
sido demostrada in vivo, son muchas las evidencias que sugieren la importancia que
tiene el sistema endocannabinoide en la fisiologia prostatica (Diaz-Laviada 2011).

Los receptores de cannabinoides han sido localizados en la prdstata humana asi
como en biopsias de pacientes con BPH y CP. Se ha descrito que CB1 se localiza en la
neuronas aferentes parasimpaticas, en las células epiteliales y en las células
neuroendocrinas donde participaria en la regulacién de la actividad secretora
prostatica (Ruiz-Llorente et al. 2003; Tokanovic et al. 2007; Chung et al. 2009; Gratzke
et al. 2010). La mayoria de las enzimas que intervienen en el metabolismo del sistema
endocannabinoide se han localizado en la préstata y en células de cancer de prostata
LNCaP, PC-3 y DU145. Mas aun, ciertos endocannabinoides como AEA, PEA y OEA han
sido detectados en el fluido seminal donde se cree que podrian estar relacionados con
la regulacién de la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides (Schuel et al.
2002; Nithipatikom et al. 2004; Endsley et al. 2007).

La localizacién en la prostata, tanto en células epiteliales como nerviosas, de los
receptores de cannabinoides ha dado soporte a la idea de que los endocannabinoides
podrian estar interviniendo en una via de sefializacion de tipo neuroendocrina. Asi
pues, la desregulacidon del sistema endocannabinoide ha cobrado importancia en la
investigacion del desarrollo del cadncer de préstata. Sarfaraz y colaboradores
describieron, por primera vez, que se produce una aumento en la expresion de CB1 en
células de CP con respecto a células prostaticas normales (Sarfaraz et al. 2005).

En muchos tipos de canceres se produce un aumento de la expresion de CB2
(Patel et al. 2010). Se ha demostrado que las células de cancer de préstata LNCaP, PC-3
y DU145 expresan altos niveles de CB2 y que la activacién de este receptor mediante el
cannabinoide JWH-015 induce parada del ciclo celular y apoptosis (Ruiz-Llorente et al.
2003; Nithipatikom et al. 2004; Olea-Herrero et al. 2009a). Asi, en conjunto, la
evidencia de que el sistema endocannabinoide juega un importante papel en la
patologia tumoral prostatica hace que sea necesario seguir investigando los posibles
efectos del tratamiento con cannabinoides de células de CP y establecer los
mecanismos celulares que se desencadenan como consecuencia de los mismos.
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Hipotesis y Objetivos

La mayoria de tumores de prdstata aparecen en forma de adenocarcinoma cuyo
desarrollo y progresién depende de los andrdgenos. Por ello, la estrategia terapéutica
convencional estd encaminada a bloquear la sintesis de andrégenos enddgenos y/o
inhibir la funcién del receptor de andrégenos. La terapia de eliminacion de andrdégenos
(ADT) raramente erradica todas las células tumorales y, con el tiempo, los pacientes
desarrollan resistencia a este tratamiento apareciendo asi el cancer de prostata
resistente a la castracién (CRPC). En algunos casos, este tipo de cdncer resistente
evoluciona hacia un subtipo muy agresivo con fenotipo neuroendocrino o
diferenciacién neuroendocrina (NED) para el que la supervivencia es de
aproximadamente 1 afio. Conocer los mecanismos moleculares que permiten la
aparicion de las células neuroendocrinas (NE) y, sobre todo, determinar los procesos
gue permiten su supervivencia y su biologia es de crucial importancia para desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas que permitan combatir este tipo de céncer tan letal.
Por ello, en este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Validar un modelo celular de NED generado mediante el cultivo de células de cancer
de prostata LNCaP en un medio carente de suero.

2. Evaluar el efecto que las células NE ejercen sobre el crecimiento y capacidad
tumoral de las células de cancer de préstata.

3. Analizar las vias de sefializacion que sustentan la NED de las células LNCaP.

4, Estudiar el papel de la autofagia y de la proteina lisosomal LAMP2 en la
diferenciacién neuroendocrina del cadncer de prdstata.

5. Estudiar el papel del cannabinoide sintético WIN 55-212-2 en la diferenciacién
neuroendocrina del cancer de préstata.
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Materiales y Métodos

1. Materiales y reactivos

1.1. Materiales empleados en cultivos celulares

Los materiales empleados en la realizacidn de cultivos celulares fueron los
siguientes:
® Placas y frascos de cultivo, de dos marcas comerciales: Falcon® Becton Dickinson
™
Labware (New Jersey, USA) y Nunc Brand Products (Roskilde, Dinamarca).

e Medio RPMI-1640 con L-glutamina estéril de la casa comercial Sigma (St. Louis, MO,
USA).

e Suero bovino fetal de la casa comercial Sigma (St. Louis, MO, USA).

e Solucidn de antibidtico (penicilina G 100 Ul/ml, sulfato de estreptomicina 100 pg/ml
y anfotericina B 0,25 pg/ml) de la casa comercial Sigma (St. Louis, MO, USA).

e Solucion de tripsina de la casa comercial Sigma (St. Louis, MO, USA).

1.2. Reactivos empleados en la elaboracion de tampones

e Aprotinina, leupeptina, inhibidor de tripsina de soja (STI), azida sddica, azul de
bromofenol, bromuro de etidio, dimetil sulféxido (DMSQO), glicina, trietanolamina
(TDA), leupeptina, B-mercaptoetanol, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y Tween
20, provienen de Sigma (St. Louis, MO, USA).

e Glicerol, CaCIZ, MgCIZ, KCl, EDTA, EGTA, KCI, NaHPO,4 .7H,0, KH2P04, Na3V0,4, NaF,
Tris y dodecil sulfato sédico (SDS) provienen de Merck (Darmstadt, Alemania).

e Etanol, isopropanol y metanol proviene de Panreac (Barcelona, Espaia).

1.3. Agonistas, antagonistas, activadores e inhibidores

El cannabinoide WIN 55, 212-2 (WIN) procede de Sigma (St. Louis, MO, USA). Los
antagonistas de los receptores de cannabinoides CB1 y CB2, SR 141716 (SR1) y SR
144528 (SR2) respectivamente, provienen de Sanofi Recherche (Montpellier, Francia).
Bafilomicina Al y 3-metiladenina proceden de Sigma (St. Louis, MO, USA). El inhibidor
de Akt IV y rapamicina se obtuvieron de Calbiochem (La Jolla, USA). Tanto AICAR como
LY294002 se obtuvieron de Tocris (Bristol, UK).
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2. Métodos

2.1. Cultivos celulares

Se utilizaron dos lineas celulares tumorales epiteliales de prdstata humana:
LNCaP clon FGR (ATCC N2 CRL-1740) y PC-3 (ATTC N2 CRL-1435) que fueron obtenidas
de ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA). La linea LNCaP
proviene de una metastasis a un ganglio linfatico de un carcinoma prostatico y
responde a androgenos. La linea PC-3 deriva de una metastasis ésea de un
adenocarcinoma de préstata de grado IV y es insensible a andrdgenos.

Las células se descongelaron en pases bajos, se sembraron en frascos de cultivo y
se mantuvieron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal
(fetal bovine serum, FBS) en presencia de 1% de solucion de antibidtico, a 372C en un
ambiente humedo y con un 5% de CO,. El medio se cambid dos veces por semana y
cuando las células llegaron a un 70-90% de confluencia se lavaron con PBS, se les
afiadié 3 ml de tripsina/EDTA para levantarlas, se recogieron con 6 ml de medio RPMI-
1640 suplementado con 10% de FBS y se volvieron a sembrar.

Para los experimentos con las células LNCaP, estas se sembraron a una densidad
de 10.000 células/cm? y después de 48 horas se cambié el medio. Las células LNCaP se
cultivaron con medio RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS durante 6 dias
(control, C), en tanto que para la NED las células se cultivaron con medio RPMI-1640
sin suero durante 2, 4y 6 dias (NE).

Para los experimentos con las células PC-3, estas se sembraron a una densidad
de 5.000 células/cm? y después de 48 horas se cambi6 el medio segun las condiciones
del experimento. Las células PC-3 se cultivaron con medio RPMI-1640 suplementado
con 10% de FBS durante 6 dias (C), con RPMI-1640 sin suero (Vhc) o con una
combinacion de RPMI-1640 sin suero + sobrenadante de células NE (Sbte NE) durante
2, 4 y 6 dias. El sobrenadante de células NE se obtuvo centrifugando vy filtrando el
medio de LNCaP incubadas con medio sin suero durante 6 dias.

Para los experimentos de co-cultivos de células LNCaP y PC-3, las células se
sembraron juntas a una densidad final de 5.000 células/cm” en ausencia de suero
durante 2, 4y 6 dias.

2.2. Medida de la viabilidad celular mediante ensayo colorimétrico

La viabilidad celular se determind mediante un método colorimétrico que
consiste en analizar la actividad metabdlica de las células valorando su capacidad para
reducir la sal de tetrazolio MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazol) procedente de Sigma (St. Louis, MO, USA), a un complejo formazan de color
azul oscuro producido por las deshidrogenasas mitocondriales en las células vivas. Las
células control (dia 0) y las células cultivadas sin suero (-FBS) a distintos tiempos y con
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los distintos tratamientos se incubaron con 0,5 mg/ml de MTT durante 1h a 372C en
oscuridad. Los cristales de formazan formados se solubilizaron con isopropanol, se
agitaron suavemente las placas para obtener una coloracion homogénea y se valoré la
diferencia de absorbancias a 570 nm y a 630 nm con un espectrofotémetro de placas
(ELX 800 Bio-Tek Intruments, INC). La absorbancia obtenida en las células control (dia
0), segun el experimento, se consideré el 100% de viabilidad y la viabilidad se
determiné por comparacidn con respecto a este dato.

2.3. Obtencion de extractos celulares

Para la obtencion de proteinas totales, las células se levantaron de la placa con
tampdn de homogenizacidn (Tris-HCl 50 mM pH=7,4, Tritén X100 20%, Na3V0; 1 mM,
B-glicerofosfato 10 mM, EDTA 5 mM, EGTA 1mM, NaF 50 mM, leupeptina 2 pg/ml,
aprotinina 10 pg/ml, PMSF 0,1 mM) mediante raspado en hielo. Posteriormente, las
muestras recogidas se dejaron a 42C durante 30 minutos. Inmediatamente después se
centrifugaron a 15.000 rpm durante 15 minutos a 429C, recogiendo el sobrenadante
gue se guardd a -802C hasta su utilizacién.

2.4. Separacion de fraccion particulada y soluble de células en
cultivo

Para la obtencion de la fraccion particulada y soluble de proteinas, las células se
levantaron de la placa con tampdn de homogeneizacién sin Tritdn X100 20% mediante
raspado en hielo. Posteriormente se procedié a la ruptura de la membrana celular por
sonicacién en un sonicador de punta de BRANSON Sonic Power Company (Rochester,
NY, USA). Inmediatamente después, las muestras fueron centrifugadas a 49.000x
durante 1 hora a 4 2Cy se recogid, por una parte el sobrenadante (que se consideré a
la fraccidn soluble) y por otra el sedimento (que se consideré la fraccion particulada).
El sedimento se solubilizé en tampdn de homogeneizacidn con Tritdon X100 20%.

2.5. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacién de proteinas se realizd6 mediante el método de Bradford
(Bradford 1976) utilizando un reactivo comercial de BioRad (Richmond, CA, USA) y una
curva estandar de 1-4 pg/ul de solucién de albumina de suero bovina (BSA) de la casa
comercial Sigma (St. Louis, MO, USA).
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2.6. Electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunodeteccion de
proteinas

Se pipetearon 10-30 pg de proteinas de las diferentes fracciones y se sometieron
las muestras a desnaturalizacion por calor a 95 2C durante 5 minutos en un tampdn de
carga SBL [(tampdn de muestra Laemmli) (Tris-HCI 0,0125 M pH=6,8, SDS 2%, glicerol
10%, B-mercaptoetanol 1%, azul de bromofenol 0,005%)]. Las muestras se cargaron en
geles al 8, 10 6 15% de acrilamida/bisacrilamida de BioRad (Richmond, CA, USA),
dependiendo de la proteina que se quisiera detectar. La separacién electroforética se
realizé en condiciones desnaturalizantes (polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) de
tipo vertical en un sistema de BioRad (Richmond, CA, USA) a temperatura ambiente
durante aproximadamente 90 minutos. El tampdn de electroforesis que se utilizd
estaba compuesto por Tris-HCl 25 mM pH=8,3, glicina 0,2 M y SDS 0,1%. Se utilizaron
marcadores de peso molecular de la casa comercial Lonza (Basilea, Suiza).

Tras la separacion electroforética, las proteinas se transfirieron a una membrana
de PVDF (disulfuro de polivinilo) de BioRad (Richmond, CA, USA), mediante la
aplicacién de un campo eléctrico de 100 V durante 2 horas en tampdn de transferencia
(Tris-HCI 25 mM pH=8,3, glicina 192 mM y metanol 20%) a 4 °C.

Finalizada la transferencia, las membranas se lavaron durante 10 minutos con
tampdn TBS-Tween 20 al 0,1% [(tampdn Tris salino, TBS) Tris-HClI 50 mM pH=7,6, NaCl
100 mM] a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se incubaron con
el anticuerpo primario especifico de la proteina objeto de estudio, diluido con tampdn
TBS-Tween 20 al 1%, durante toda la noche a 4 2C. Tras esta incubacion, se realizaron
dos lavados réapidos de las membranas con TBS-Tween 20 al 0,1%. A continuacién, se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado con peroxidasa de
rabano (horseradish peroxidase, HRP), diluido en TBS-Tween 20 al 0,1% durante 1 hora
a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con el
mismo tampdn en que se diluyd el anticuerpo secundario. Por ultimo se procedié al
revelado de la sefal utilizando un reactivo ECL (Tris-HCl 10 mM pH=8,3, luminol 1,25
mM, p-cumarico 0,2 mM, H,0, 0,01%) durante 3 minutos. La luz emitida por la
reaccion (proporcional a la cantidad de anticuerpo unido a la membrana) se detectd
mediante una corta exposiciéon a peliculas radiograficas Curix RP2 Plus de Agfa
(Mortsel, Bélgica). El analisis densitométrico de las bandas obtenidas en las placas
fotograficas se realizé con el programa Scion Image (Scion Corporation, Maryland,
USA).

Los distintos anticuerpos primarios utilizados se detallan en la tabla 2. Como
anticuerpos secundarios se utilizaron 1gG anti-ratén conjugado con HRP de Sigma (St.
Louis, USA) e IgG anti-conejo conjugado con HRP de Calbiochem (La Jolla, USA).
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Anticuerpo Especie Casa comercial
ACC Conejo Cell Signaling
pACC (Ser 79) Conejo Cell Signaling
Akt Conejo Cell Signaling
pAkt (Ser 473) Conejo Cell Signaling
AMPKal Conejo Cell Signaling
pAMPK al (Thr172) Conejo Cell Signaling
Atg5 Conejo Cell Signaling
Blll-tubulina Conejo Covance
CB2 Conejo Affinity BioReagents
NSE Raton DAKO
GAPDH Conejo Cell Signaling
LC3 Conejo Novus
LAMP2 Raton ABCAM
mTOR Conejo Cell Signaling
pmTOR Conejo Cell Signaling
p62 Conejo Cell Signaling
S6 Ratén Cell signaling
pS6(Ser 235/236) Conejo Cell signaling
P70S6K Conejo Cell signaling
pP70S6K (Thr389) Ratdén Cell signaling

Tabla 2. Anticuerpos primarios.
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2.7. Inmunocitoquimica

Para la realizacién de esta técnica las células se sembraron sobre cubreobjetos
de cristal colocados en las placas de cultivo. En los experimentos para analizar la
localizacién subcelular de LAMP2 se utilizé la sonda fluorescente LysoTracker® Red
DND-99 de Invitrogen (Paisley, UK). La sonda se afiadié a los cultivos 30 minutos antes
de finalizar el experimento a una dosis final de 50 nM. Al finalizar los tratamientos, las
células se lavaron con PBS [(tampdn fosfato salino, PBS) NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM,
Na,HPO4 .7H,0 4,3 mM, KH,PO4 1,4 mM pH=7,8) y se fijaron con p-formaldehido 4%
de Sigma (St. Louis, MO, USA) durante 20 a 30 minutos. Para permeabilizar la
membrana celular se utilizé tampdn PBS-Tritén X100 0,5%. Posteriormente las células
se incubaron con el anticuerpo primario especifico de la proteina en estudio diluido en
tampon PBS-Tritédn X100 0,1% durante una hora a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo los cristales se lavaron tres veces con tampdén PBS-Triton X100 0,1% y se
incubaron con una dilucidon que contenia: anticuerpo secundario conjugado con Alexa
488 o con Texas Red (Invitrogen, Paisley, UK) y fluorocromo DAPI 1lug/ml de
Calbiochem (La Jolla, USA) durante una hora a temperatura ambiente en oscuridad.
Finalmente se lavaron nuevamente tres veces con tampdn PBS-Tritdn X100 0,1%, se
pegaron a un portaobjeto utilizando solucion de montaje (Tris-HClI 0,1M pH=8,5,
Mowiol 2,4%, glicerol 20%). Las preparaciones se analizaron mediante observacion en
un microscopio confocal de fluorescencia Leica TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Alemania).

2.8. Silenciamiento con ARN de interferencia

Para la inhibicion de la expresién de determinadas proteinas se utilizé la técnica
del silenciamiento con ARN de interferencia (siARN).

Para la realizacién de estos experimentos las células se sembraron en placas de 6
pocillos a una densidad de 2x10° células/pocillo. Dos dias después se procedié a
realizar la transfeccion con los siARNs correspondientes. Primero se diluyeron los
oligonucleétidos del gen especifico que se quiso silenciar en medio Optimen
(Invitrogen, Paisley, UK) y posteriormente se afiadié una solucién de Optimen mas
Lipofectamina RNAi MAX (Invitrogen, Paisley, UK) y la mezcla se incubd durante 20
minutos a temperatura ambiente. Después de lavar las células dos veces con PBS se les
afiadid la mezcla de transfeccidn con una concentracién final de siARNs de 100 nM. Las
células se incubaron con los siARNs en estufa a 372C y 5% CO2 durante 72 horas, se
recordd el silenciamiento en las mismas condiciones por 72 horas mas.

Los siARN utilizados fueron sintetizados in vitro empleando el sistema de
construccion Invitrogen (Paisley, UK). Se comprobd en la base de datos del genoma
humano mediante el programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov), que los
oligonucleétidos predisefiados no afectaban a otros genes del genoma. En la tabla 3 se
recogen las secuencias de oligonucledticos disefiados contra AMPK, Atg5, IL-6 vy
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LAMP2. Como control de las transfecciones se utilizé siARNs con la misma secuencia
del siARN pero con las bases desordenadas (scrambled). En este caso también se
comprobé mediante el programa BLAST que no afectaba a ningln gen del genoma
humano.

Proteina Sentido 5°-3° Antisentido 5°-3°

AMPK CCCAUAUUAUUUGCGUGUAdTAT UACACGCAAAUAAUAUGGGATdT

Atg5 GUGAGAUAUGGUUUGAAUAdTAT UAUUCAAACCAUAUCUCAC dTdT

IL-6 GAACGAAUUGACAAACAAACTAT UUUGUUUGUCAAUUCGUUdTdT

LAMP2 GCUGUGCGGUCUUAUGCAUATdT AUGCAUAAGACCGCACAGCITdT

Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos.

2.9. Aislamiento de ARN

La extraccion de ARN de las células se realizdé con el kit comercial TriReagent®
(Molecular Research Center, Ohio, USA). Tras los distintos tiempos de tratamiento de
las células, se retiréd el medio y se afiadié 0,5 ml del preparado comercial por cada
placa de cultivo. El lisado resultante se pasd a un tubo de 1,5 ml al que se afiadié 0,1
ml BCP (1-bromo-3-cloropropano). Tras agitar durante 15 segundos se dejo a
temperatura ambiente durante 5 minutos. La mezcla se centrifugd a 12.000 rpm
durante 15 minutos a 42 C. Se separo¢ la fase acuosa (fase superior donde se encuentra
el ARN), se precipitd el ARN presente en dicha fase afiadiendo 0,5 ml de isopropanol y
se dejo durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente, y luego 30 minutos a -202C.
Posteriormente se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 minutos a 42 C. El precipitado
se lavo con etanol al 75% y se volvié a centrifugar a 7.500 rpm durante 5 minutos a 42
C. Finalmente para quitar todo resto de etanol que quedase el precipitado se secé en
bafio seco a 602C durante 10 minutos y se resuspendié con agua MilliQ recién
obtenida, libre de pirégenos y ARNasas.

A continuacién se determind la cantidad y la calidad del ARN midiendo la
relacion de absorbancias a 260 nm y 280 nm en fotdmetro Nanodrop® (Wilmington,
USA). Para el cdlculo de la concentracion de ARN se considerd que una unidad de
absorbancia a 260 nm corresponde a 40 pug/ml de ARN. Para ver el grado de pureza del
ARN extraido, se midié la absorbancia a 280 nm y se calculé la relaciéon 260/280, que
indica el grado de pureza del ARN; solo se utilizaron las muestras con relaciones
superiores a 1,8.
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2.10. Retrotranscripcion de ARN

Se realizo la retrotrascripcion con 2 ug de ARN mensajero, al que se afadieron
2ul de cebadores OligodT (Promega, Madison, USA) llevandose la mezcla a un volumen
final de 12,2 ul con agua MilliQ recién obtenida. Se incubaron las muestras a 652C
durante 10 minutos y luego se enfriaron a 49C, para eliminar posibles estructuras
secundarias negativas para la reaccidon. Posteriormente se afiadid la mezcla de
retrotranscripcion formada por: 4 pl tampdn de reaccidon (Roche Applied Science,
Mannheim, Alemania), 1 pl de dNTPs de un stock de 20mM (Promega, Madison, USA),
0,5 ul de inhibidor de ARNasa de un stock de 40 U/ul (Promega, Madison, USA), 0,3 ul
de retrotranscriptasa de un stock de 200 U/ul (Roche Applied Science).

El volumen final de la reaccion fue de 20 pl y se llevd a cabo en un termociclador
(AB 7500 Fast, Applied Biosciences) programado a 252C durante 10 minutos y a 602C
durante una hora dejandose durante 5 minutos a 809C para que se inactivara la
enzima. Por ultimo se cuantificd la cantidad de ADNc sintetizado en el fotdmetro
Nanodrop® (Wilmington, USA).

2.11. PCR cuantitativa a tiempo real

La PCR cuantitativa a tiempo real (g-PCR) se realizé por el método de SYBR
Green® (Applied Biosystems, Foster City, USA). Las cantidades usadas de ADNc y de
cebadores para llevar a cabo la reaccion fueron calculadas previamente mediante
curvas de eficiencia con cantidades crecientes de ambos reactivos, para asegurar que
en cada ciclo de PCR la cantidad ADNc se duplicara.

La amplificacidn se realizé en termociclador (AB 7500 Fast, Applied Biosciences)
programado con las siguientes condiciones: 95 2C durante 10 segundos, 40 ciclos de 94
2C 3 segundos, 60 2C 40 segundos, 95 2C durante 15 segundos, 60 2C durante 1
minutos, 95 2C durante 15 segundos. La cuantificacidn relativa de los genes de interés
se calculé usando el método de comparacion de los valores Ct (ciclo umbral), dénde Ct
se define como el numero de ciclo a partir del cual el producto es detectado por
fluorescencia o ciclo a partir del cual comienza la amplificacién de manera exponencial.
Para ello se usd la siguiente féormula: ZMACt), siendo AACt igual a ACt muestra
problema menos ACt muestra control y ACt, la diferencia entre Ct obtenido en la
amplificacidon del gen objeto de estudio en la muestra y un gen constitutivo de la
misma muestra frente al cudl se normaliza la cuantificacién, en este caso el gen de
GAPDH. Las secuencias de los cebadores utilizados se muestran en la tabla 4:
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Gen Sentido 5°-3" Antisentido 5°-3"
ENO2 GGCTACACGGAAAAGATCGTTATT GAAGGATCAGTGGGAGACTTGAA
LAMP2 TGCTGGCTACCATGGGGCTG GCAGCTGCCTGTGGAGTGAGT
LC3 TGTCCGACTTATTCGAGAGCAGCA | TTCACCAACAGGAAGAAGGCCTGA
Atgl CAGACGACTTCG TCATGGTC AGCTCCCACTGCACATCAG
Atg5 CAACTTGTT TCACGCTATATCAGG CACTTTGTCAGTTACCAACGTCA
CB1 CATTAAGACGGTGTTTGCATTCT CGTGTCGCAGGTCCTTACTC
CB2 GACACGGACCCCTTTTTGCT CCTCGTGGCCCTACCTATCC
IL-6 CAAAGATGGCTGAAAAAGATGGA CTGTTCTGGAGGTACTCTAGGT
GADPH | GGGAAGCTCACTGGCATGGCCTTCC | CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC

Tabla 4. Secuencias de oligonucleétidos.

2.12. Determinacion de niveles de IL-6

La cuantificaciéon de los niveles de interleuquina 6 (IL-6) fue realizada en los
sobrenadantes de las células en cultivo por ensayo ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) tipo “sandwich”, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Diaclon Recherche, Besangon, Francia). Se incubaron los sobrenadantes celulares
durante una hora en una placa de 96 pocillos cubierta con anticuerpo anti-proteina IL-
6 humana y posteriormente con el anticuerpo correspondiente biotinilado a
temperatura ambiente. Se lavd la placa con tampdn de lavado y se incubd con la
enzima HRP conjugada con estreptavidina durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron las placas y se incubaron con el sustrato de HRP,
TMB (3, 3',5 ,5'- tetrametilbenzidina) durante 10 minutos. La reaccion se detuvo al
afiadir H,SO, 1M, y se midid la absorbancia a 450 nm en un espectrofotémetro de
placas (ELX 800 Bio-Tek Intruments, INC).

En algunos de los ensayos se empled IL-6 humana recombinante procedente de
Peprotech (Paris, Francia).
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2.13. Experimentacion animal

2.13.1. Animales

Se utilizaron ratones macho atimicos nu/nu (BALB/cOlaHsd-Foxnlnu) de seis
semanas de edad (Harlan Ibérica, Barcelona, Espana). Al no poseer timo o ser éste
rudimentario, estos animales tienen una deficiencia de células T (Pantelouris 1968)
presentando una falta de respuesta inmune dependiente del timo, lo que permite que
puedan ser receptores de tumores humanos. Estos animales fueron mantenidos en
una zona de cuarentena en el Centro de Experimentacién Animal de la Universidad de
Alcald, con ciclos constantes de luz/oscuridad de 12 h. Los estudios fueron realizados
en concordancia con la regulacion espafiola para el uso y cuidados de los animales de
experimentacion (Real Decreto 53/2013) y en el marco de un proyecto autorizado por
el comité de ética de la Universidad de Alcald y por la Comunidad de Madrid (PROEX
241/15).

2.13.2. Induccion de tumores

Después de un periodo de adaptaciéon de una semana, a los ratones se les
inyectd subcutaneamente en el flanco derecho, 0,1 ml de tampdn PBS+0,5% de BSA
conteniendo 5 x 10° células PC-3, una mezcla de células PC-3 y LNCaP o una mezcla
células PC-3 y células neuroendocrinas para inducir tumores. Aproximadamente a las 4
semanas los tumores alcanzaron un tamafio de 100 mm?>. Los ratones fueron divididos
en 2 grupos experimentales con 4 animales cada uno, y recibieron diariamente con
inyeccion subcutdnea de manera peritumoral los correspondientes tratamientos
(vehiculo, 0,5 mg/kg de WIN55, 212-2 6 1,5 mg/kg de WINS55, 212-2). El tamafio de
tumor (que se calcula con la férmula 0,523 x A?x L; siendo A el ancho del tumor yLla
longitud del mismo) fue controlado y calculado a diario mediante el uso de un
calibrador. Tras quince dias de tratamiento los animales fueron sacrificados, se
extrajeron los tumores y se obtuvo el suero. Los tumores fueron homogeneizados en
tampon de lisis y las proteinas obtenidas se cuantificaron para la inmunodeteccion.

2.14. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de todos los datos se realizd con el programa informatico
GraphPad Prism de GraphPad Software Inc. Los valores estan indicados como la media
+ desviacién estandar (D.E.) o el coeficiente de variacion (C.V.) dependiendo de los
ensayos. El analisis estadistico se realizé mediante la t de Student, al comparar dos
valores entre los que sdlo varia un pardmetro y el resultado se considerd significativo
cuando p< 0,05.
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1. Modelo celular de diferenciacion neuroendocrina mediante
retirada de suero del medio de cultivo.

El primer paso experimental de esta tesis doctoral consistiéo en establecer un
modelo celular de diferenciacion neuroendocrina (NED) en células de cancer de
prostata LNCaP. La induccidon de NED in vitro en células de cdncer de prostata LNCaP se
puede generar mediante diferentes estrategias, entre ellas la eliminaciéon de
andrdgenos del medio de cultivo. Dicha estrategia puede ser realizada por eliminacién
del suero del medio de cultivo y fue la utilizada en este trabajo.

En primer lugar se analizd la cinética de la diferenciacién neuroendocrina
mediante eliminacién de suero durante 2, 4 y 6 dias para evidenciar los cambios
morfoldgicos que se producen en el fenédmeno de NED. En las células cultivadas sin
suero (-FBS) van apareciendo prolongaciones denominadas neuritas que tienen una
longitud bastante variable y en las zonas de mayor densidad celular del cultivo
permiten el contacto entre ellas. Este fendmeno morfoldgico es mas evidente a los 6
dias de eliminacién de suero cuando las células LNCaP se han convertido ya en células
neuroendocrinas (NE) (Figura 15A). Las células se consideran neuroendocrinas cuando
la longitud de las prolongaciones supera al doble del didmetro del cuerpo celular. A los
6 dias de cultivo sin suero la mayoria de las células se encuentran en este estado
(Figura 15B).

Las células neuroendocrinas en el cancer de prdstata no son proliferativas (Shen
et al. 1997; Yuan et al. 2007). Para demostrar esta caracteristica en nuestro modelo
celular de NED se midié la viabilidad celular mediante ensayo MTT. En la figura 16 se
observa que la eliminacién de suero impide el aumento del niumero de células
metabodlicamente activas. Esto puede ser considerado como una parada en el
crecimiento celular, mientras que las células cultivadas durante el mismo tiempo en
presencia de suero muestran un auento de las células metabdlicamente activas, por lo
gue se considera que crecen.
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Figura 15. Aspecto morfolégico de la diferenciacion neuroendocrina inducida por eliminacién
de suero del medio de cultivo en células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en
presencia o en ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. A. Aspecto
morfolégico observado mediante microscopia de contraste de fase (400x) durante 2, 4 y 6 dias (2d, 4d,
6d) sin suero (-FBS). El control (C) son células LNCaP cultivadas durante 6 dias en presencia de suero. B.
Cuantificacion de células con presencia de neuritas de longitud superior al doble del cuerpo celular. Los
resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de cinco experimentos independientes (**p<0,01
con respecto al control).

Figura 16. Efecto de la eliminacion de suero del medio de cultivo sobre la viabilidad celular.
Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Medida de la viabilidad celular mediante ensayo de MTT durante 2, 4
y 6 dias en presencia y ausencia de suero (+FBS y —FBS respectivamente). El dia O se consideré como el
100% de células vivas y los valores obtenidos fueron referidos a este dato. Los resultados mostrados
corresponden a la media + D.E. de cuatro experimentos independientes realizados por triplicado
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Como ya se ha comentado en la introduccion, las células NE del cancer de
prostata sintetizan y secretan una gran variedad de productos de secrecién, algunos de
los cuales se utilizan como marcadores de diferenciadn neuroendocrina. Entre ellos
destacan la enolasa especifica de neuronas (Neuronal Specific Enolase, NSE) y BllI-
tubulina (BIIl Tub) y ambos fueron utilizados como marcadores de NED en esta tesis
doctoral.

La enolasa es una enzima dimérica de la via glucolitica de la cual existen tres
subunidades codificadas cada una por un gen diferente: a, B y y. De la combinacion de
estas tres subunidades surgen cinco isoenzimas, siendo los homodimeros los que se
expresan mas frecuentemente en células humanas. EIl homodimero aa-enolasa o
ENO1 se encuentra presente en la mayoria de las células, el homodimero B-enolasa o
ENO3 esta presente Unicamente en musculo, en tanto que el homodimero yy-enolasa,
ENO2 o NSE se expresa en neuronas y células neuroendocrinas (Schmechel et al. 1978;
Kato et al. 1983). Para confirmar que la retirada de suero en nuestro modelo celular
inducia la NED, se determinaron los niveles de la proteina NSE durante 2, 4 y 6 dias.
Los niveles de NSE aumentan a partir de los dos dias de retirada de suero (Figura 17A).
Posteriormente se midieron los niveles de ARN mensajero de NSE en células NE. Como
se observa en la figura 17B, la eliminacién de suero durante 6 dias induce un aumento
de los niveles de ARN mensajero de NSE en células NE.

En las mismas condiciones en las que se midieron los niveles de NSE, se analizd
la expresidn proteica de Blll-tubulina (BIII Tub). Existen varias isoformas de B-tubulina,
cuya expresion varia desde la expresion constitutiva (BI-tubulina y BIVb-tubulina) hasta
la expresidon especifica de tejido (BllI-tubulina, Blll-tubulina y PBIV-tubulina). Se ha
descrito que BlIl Tub tiene expresidon especifica de tejido neuronal y también ha sido
hallada a altas concentraciones en tumores de CPRC (Burkhart et al. 2001; Terry et al.
2009) razon por la cual se utiliza su expresion como marcador de NED. Al igual que
NSE, los niveles de BllIl Tub aumentan a partir de los dos dias de retirada de suero
(Figura 17A).

Las células NE del CP no expresan receptor de andrégenos (Androgen Receptor,
AR) ni antigeno prostatico especifico (Prostate Specific Antigen, PSA) (Huang et al.
2006). En nuestro modelo celular de NED, las células NE tienen niveles menores de AR
y de PSA con respecto a las células LNCaP (Figura 17C).
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Figura 17. Niveles de marcadores neuroendocrinos en la diferenciacion neuroendocrina de
células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y
como se describe en Materiales y Métodos. A. Niveles de enolasa especifica de neuronas (NSE), BlIlI-
tubulina (Bl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot durante 2,
4 y 6 dias (2d, 4d, 6d) sin suero (-FBS). El control (C) son células LNCaP cultivadas durante 6 dias en
presencia de suero. B. ARNm correspondiente a enolasa especifica de neuronas (NSE) medido mediante
PCR cuantitativa a tiempo real en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). Los valores
fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. C. Niveles de receptor de andrdgenos (AR),
antigeno prostatico especifico (PSA) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante
Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). Los resultados mostrados
corresponden a la media + D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto
al control).
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Para analizar la distribucién celular de BllI-tubulina en las células NE se utilizé un
anticuerpo primario anti-Blll-tubulina y un anticuerpo secundario conjugado con el
fluorocromo Texas Red, observando las células mediante microscopia confocal. Como
se aprecia en la figura 18, en las células LNCaP la proteina BllI-tubulina tiene un patrén
de fluorescencia uniforme y tan solo muestra intensidad en pocas células. En tanto
qgue, en las células NE hay un aumento en la intensidad y un cambio en el patrén de la
fluorescencia, indicando un aumento en la cantidad y distribucion de la esta proteina
gue se localiza en las prolongaciones.

Figura 18. Localizacidon celular de Blll-tubulina en la diferenciaciéon neuroendocrina de células
LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o ausencia de suero tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Localizacidn celular de BllI-tubulina (rojo) en células LNCaP (control,
C) y células neuroendocrinas (NE) analizada mediante microscopia confocal de fluorescencia (40X). Los
nucleos estan marcados con DAPI (azul).

Se ha demostrado que la adquisicion de NED en células LNCaP es un proceso
reversible, pues cuando el estimulo que lo provoca es retirado del medio de cultivo el
fendmeno revierte (Shen et al. 1997; Cox et al. 1999). Para demostrar esta
caracteristica, se cultivaron células LNCaP durante 12 dias en presencia de FBS (C),
células LNCaP durante 12 dias en ausencia de FBS (NE) y células LNCaP durante 6 dias
en ausencia de FBS y posteriormente se repuso FBS durante 6 dias mas (NE+FBS). En
estas condiciones se analizé el aspecto morfolégico, el crecimiento celular y los niveles
de los marcadores neuroendocrinos NSE, BlIl Tub y AR. La reposicion de FBS al medio
de cultivo disminuyd la cantidad de células con neuritas (Figura 19A), generd un
aumento en el crecimiento celular (Figura 19B) y, por ultimo, fue capaz de disminuir
los niveles de marcadores neuroendocrinos NSE y BlIl Tub y aumentar los niveles de AR
(Figura 19C).

Por lo tanto, el modelo de induccidon de NED en las células tumorales de prdstata
LNCaP mediante retirada de suero del medio de cultivo cumple con las caracteristicas
morfoldgicas y moleculares que se observan en las células NE del CP y es un buen
modelo para estudiar los mecanismos moleculares que se producen en este proceso.
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Figura 19. La diferenciacion neuroendocrina es un proceso reversible en células LNCaP. Las
células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como se describe
en Materiales y Métodos. A. Aspecto morfoldgico observado mediante microscopia de contraste de fase
(400x) de células LNCaP (control, C), células neuroendocrinas (NE) y células NE a las que se les afiadid
medio con suero durante 6 dias (NE+FBS). B. Medida de la viabilidad celular mediante ensayo de MTT en
las mismas condiciones que A. El valor obtenido de las células LNCaP control se consideré como el 100%
de células vivas y los valores obtenidos fueron referidos a este dato. C. Niveles de enolasa especifica de
neuronas (NSE), Blll-tubulina (Bl Tub), receptor de andrégenos (AR) y GAPDH (utilizado como control
de carga) medidos mediante Western blot en las mismas condiciones que A. Los resultados mostrados
corresponden a la media + D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto
al control; # p<0,05 y ## p<0,01 con respecto a NE).
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2. Estudio de los niveles de interleuquina-6 en la diferenciacion
neuroendocrina de las células de cancer de prostata LNCaP.

La interleuquina 6 (IL-6) es una citoquina responsable de multiples respuestas
celulares fisioldgicas en diversos tipos celulares que incluyen la respuesta inmune, la
inflamacién y la hematopoyesis, entre otros. La IL-6 también se relaciona con procesos
patolégicos como la regulacidn del crecimiento, activacion génica, proliferacion,
supervivencia y diferenciacion de células tumorales. En células de CP, IL-6 ha sido
caracterizada como un factor que actia de manera autocrina o paracrina capaz
promover la NED (Okamoto et al. 1997a; Okamoto et al. 1997b; Lee et al. 2007).
Resultados de estudios clinicos revelan que el nivel de IL-6 y su receptor se encuentran
elevados en pacientes con CP, principalmente en los que presentan resistencia a la
terapia de eliminacién de andrdgenos asociada con la NED (Siegsmund et al. 1994;
Adler et al. 1999; Drachenberg et al. 1999; Shariat et al. 2001; Giri et al. 2001;
Michalaki et al. 2004). El tratamiento de células LNCaP con IL-6 induce NED
caracterizada por la aparicion de morfologia tipicamente neuronal, reduccién de ritmo
de crecimiento y elevacién del nivel de marcadores neuroendocrinos (Qiu et al. 1998;
Deeble et al. 2001; Zelivianski et al. 2001; Zhu et al. 2014; Weaver et al. 2015, Morell et
al. 2016).

Por lo expuesto anteriormente, consideramos interesante analizar los niveles
de IL-6 en nuestro modelo celular de NED. Para ello se determinaron los niveles de
ARNm y proteina de IL-6 en células LNCaP y células NE. La figura 20 muestra que las
células NE tienen niveles mayores de expresion de ARNm y proteina de IL-6 que las
células LNCaP.
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Figura 20. Aumento de los niveles de interleuquina 6 en la diferenciacion neuroendocrina de
las células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero
tal y como se describe en Materiales y Métodos. A. ARNm correspondiente a interleuquina 6 (IL-6)
medido mediante PCR cuantitativa a tiempo real en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas
(NE). Los valores fueron normalizados con ARNm de GAPDH. B. Niveles de interleuquina 6 (IL-6) medidos
mediante ensayo ELISA en sobrenadantes obtenidos de células LNCaP (control, C) y células
neuroendocrinas (NE). Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de tres experimentos
independientes (*p<0,05 con respecto al control).
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3. Estudio del efecto de las células neuroendocrinas sobre el
crecimiento y capacidad tumoral de células resistentes a
andrégenos.

3.1. Efecto mitogénico de células neuroendocrinas sobre el
crecimiento de células de cancer de prdstata PC-3.

Las células neuroendocrinas del cancer del préstata secretan una variedad de
neuropéptidos y factores de crecimiento que tienen efectos mitogénicos sobre las
células cancerigenas adyacentes contribuyendo al crecimiento de manera
independiente de andrégenos (Bonkhoff et al. 1995; Yuan et al. 2007; Nelson et al.
2007; Alberti 2010). A pesar de ser células no proliferativas se suelen encontrar en
areas tumorales con el indice de proliferacién mas alto (Grobholz et al. 2005).

Con el fin de analizar el efecto que pueda ejercer la presencia de células NE en
el crecimiento de células tumorales, se cultivaron a la vez (co-cultivo) células
andrégeno-independientes PC-3 con células LNCaP o con células NE. Los co-cultivos de
células PC-3 con células LNCaP crecieron a un ritmo inferiror al de los co-cultivos de
células PC-3 con células NE (Figura 21). Esto indicaba que las células NE producian algo
gue estimulaba el crecimiento de las células PC-3. Con el objetivo de establecer si las
células NE estaban secretando algun factor que ejerciera un efecto mitogénico sobre
las células PC-3, se afiadidé el sobrenadante de cultivos de celilas NE a cultivos de
células PC-3. Dichos sobrenadantes fueron capaces de aumentar la proliferacion de las
células PC-3, casi al mismo nivel que cuando estaban cultivadas en presencia de suero
(Figura 22). Este resultado indicaba que las células NE estaban liberando algo al medio
gue aumentaba el crecimiento de las células PC-3.

3.2. El efecto mitogénico de los sobrenadantes de células
neuroendocrinas no esta mediado por IL-6.

Con el fin de comprobar si la IL-6 producida por las células NE era la
responsable del aumento de crecimiento de las células PC-3, se silencié su expresion
en células NE y se anadieron los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de estas
células silenciadas a cultivos de células PC-3. Como se observa en la figura 23 los
sobrenadantes de células NE en los que se silencié IL-6 indujeron un aumento de
crecimiento similar al inducido por el sobrenadante de las células NE con IL-6 no
silenciada.

Para confirmar que el efecto mitogénico de los sobrenadantes de células NE no
estaba mediado por IL-6, a los cultivos de células PC-3 que se mantuvieron en
presencia de sobrenadantes de células NE silenciadas para IL-6 se les anadié IL-6
humana recombinante. La adicién de IL-6 humana recombinante a los sobrenadantes
de células NE silenciadas para IL-6 no produjo modificacion en el crecimiento de los
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cultivos de células PC-3 hecho que confirmaba que el efecto mitogénico de los
sobrenadantes de células NE no estaba mediado por IL-6 (Figura 24).
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Figura 21. Efecto del co-cultivo de células PC-3 con células LNCaP o con células
neuroendocrinas sobre la viabilidad celular. Las células PC-3 se sembraron junto con células LNCaP o
con células NE en ausencia de suero durante 2, 4 y 6 dias. La viabilidad celular se midié mediante ensayo
de MTT. El dia 0 se considerd el 100% de células vivas y los valores obtenidos fueron referidos a este
dato. Los datos mostrados representan la media + D.E. de tres experimentos independientes realizados
por triplicado (*p<0,05 con respecto al dia 0; # p<0,05 con respecto al co-cultivo PC-3+LNCaP en esa
misma condicién).
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Figura 22. Efecto de los sobrenadantes de cultivos de células neuroendocrinas sobre la
viabilidad de células PC-3. Las células PC-3 se sembraron y cultivaron en las siguientes condiciones: en
ausencia de suero (vehiculo, Vhc), en presencia de suero (+FBS) o en presencia de sobrenadantes de
células neuroendocrinas (Sbte NE) durante 2, 4 y 6 dias. La viabilidad celular se midié mediante ensayo
de MTT. El dia O se considerd el 100% de células vivas y los valores obtenidos en los diferentes
tratamientos fueron referidos a este dato. Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de
seis experimentos independientes realizados por triplicado (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al dia 0).
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Figura 23. Efecto de los sobrenadantes de cultivos de células neuroendocrinas silenciadas
para IL-6 sobre la viabilidad de células PC-3. Las células PC-3 se sembraron y cultivaron en las siguientes
condiciones: en ausencia de suero (Vhc), en presencia de sobrenadantes de células neuroendocrinas
(Sbte NE siC) o en presencia de sobrenadantes obtenidos de células neuroendocrinas transfectadas con
ARN de interferencia selectivo para IL-6 (Sbte NE silL-6) durante 2, 4 y 6 dias. La viabilidad celular se
midié mediante ensayo de MTT. El dia O se considerd el 100% de células vivas y los valores obtenidos en
los diferentes tratamientos fueron referidos a este dato. Los resultados mostrados corresponden a la
media  D.E. de dos experimentos independientes realizados por triplicado.
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Figura 24. Efecto de la adicion de IL-6 humana recombinante a los sobrenadantes de cultivos
de células neuroendocrinas silenciadas para IL-6 sobre la viabilidad de células PC-3. Las células PC-3 se
sembraron y cultivaron en las siguientes condiciones: c en ausencia de suero (Vhc), en presencia de
sobrenadantes obtenidos de células neuroendocrinas y adicionados con IL-6 humana recombinante a
una dosis de 100ng/ml (Sbte NE siC/IL-6 recomb) o en presencia de sobrenadantes obtenidos de células
neuroendocrinas transfectadas con RNA de interferencia selectivo para IL-6 y adicionados con IL-6
humana recombinante a una dosis de 100ng/ml (Sbte NE silL-6/IL-6recomb). durante 2, 4 y 6 dias. La
viabilidad celular se midié mediante ensayo de MTT. El dia O se considerd el 100% de células vivas y los
valores obtenidos en los diferentes tratamientos fueron referidos a este dato. Los resultados mostrados
corresponden a la media + D.E. de dos experimentos independientes realizados por triplicado.
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3.3. Efecto de células neuroendocrinas sobre el crecimiento tumoral
de células PC-3.

Para confirmar el efecto estimulante del crecimiento que ejercian las células NE
sobre las células PC-3, se realizd un estudio in vivo induciendo tumores xendgrafos en
ratones inmunodeprimidos. Los tumores se generaron inyectando subcutaneamente
una mezcla en partes iguales de células PC-3+LNCaP o PC-3+NE. El tamafio de los
tumores se midié durante 30 dias y, como se observa en la figura 25, el ritmo de
crecimiento de los tumores generados por la combinacién de células PC-3+NE fue
superior al de los generados por la combinacion de células PC-3+LNCaP. Este resultado
pone en evidencia que la presencia de células NE estimula el crecimiento tumoral in
vivo de células PC-3.
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Figura 25. Efecto de la presencia de células NE sobre el crecimiento tumoral de células PC-3.
Se inyectaron subcutdneamente ratones inmunodeprimidos con una mezcla de células PC-3+LNCaP o
con una mezcla de células PC-3+NE tal y como se describe en Materiales y Métodos. El volumen del
tumor se calcula con la formula 0,523xWxL; siendo W el ancho del tumor y L la longitud del mismo. Los
datos mostrados representan la media + C.V. de 5 ratones por grupo.
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4. Estudio de la senalizacion celular en la diferenciacion
neuroendocrina de células de cancer de prostata LNCaP.

4.1. Via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR.

La via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR ha sido descrita como un componente
esencial para la supervivencia de las células de cédncer de prdstata, debido
fundamentalmente al hecho de que en el mismo se produce una mutacién en la
fosfatasa PTEN que regula la actividad de Akt, como se ha descrito en la introduccién.
Ademds, se sabe que esta via esta frecuentemente alterada en los tumores
neuroendocrinos y que juega un papel fundamental en el desarrollo de la NED en
células LNCaP en presencia de diferentes estimulos (Gutierrez-Cafias et al. 2005; Wu &
Huang 2007, Martin-Orozco et al. 2007, Cortés et al. 2012).

Para comprobar si en nuestro modelo celular de NED se producia una activacién
de la via PI3K/Akt/mTOR se analizaron los niveles de expresion de Akt activo
(fosforilado) y algunas de sus dianas como mTOR y S6 (Figura 26). Las células NE
mostraron un aumento en la fosforilaciéon de Akt con respecto a las células LNCaP, y un
ligero aumento en la fosforilacién de las dianas S6 y mTOR. Esto se correlacionaba con
un aumento en los marcadores de NED, NSE y BlIl Tub, valorados como control del
proceso.

Para comprobar la relevancia de la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR
evaluamos el efecto de la inhibicidon de esta via sobre la NED de las células LNCaP. Para
ello, se utilizé LY294002 (inhibidor de PI3K 1), inhibidor de Akt IV y rapamicina
(inhibidor de mTORC1). Tanto el tratamiento con LY294002 como con el inhibidor de
Akt IV produjeron disminucién de la fosforilacion de Akt en células LNCaP y en células
NE, e impidieron el aumento de la expresion de los marcadores neuroendocrinos NSE y
BlIl Tub en las células NE (Figura 27A y B), indicando que la activacidon de Akt estaba
implicada en el proceso de neurodiferenciacion. Ademas los inhibidores produjeron
profundos cambios en la morfologia de las células NE y es de remarcar que el inhibidor
de Akt también produjo una profunda alteracion morfolégica de las células LNCaP
(Figura 28). Por su parte, el tratamiento con rapamicina produjo una disminucién de la
fosforilacion de la diana de mTORC1, P70S6K, solamente en células NE (Figura 27C).
Dicho tratamiento impidié el aumento de los marcadores neuroendocrinos NSE y Bl
Tub y produjo cambios en el aspecto morfoldgico de las células NE (Figura 28).
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Figura 26. La via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR esta activada en la diferenciacion
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de pAkt, Akt, pmTOR, mTOR,
pS6, S6, enolasa especifica de neuronas (NSE), BllI-tubulina (BIll Tub) y GAPDH (utilizado como control
de carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE).
Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de cuatro experimentos independientes
(*p<0,05 con respecto al control).
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Figura 27. Efecto de la inhibicion de la via PI3K/Akt/mTOR en la diferenciaciéon
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. A y B. Niveles de pAkt, Akt, pS6, S6,
enolasa especifica de neuronas (NSE), Blll-tubulina (BIIl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga)
medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los
casos indicados, las células fueron tratadas durante 6 dias con LY294002 10uM (LY) (A) o con el inhibidor
de Akt IV 1uM (Akt inh IV) (B). C. Niveles de pP70S6K, P70S6K, enolasa especifica de neuronas (NSE),
BllI-tubulina (Bl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot en
células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células fueron
tratadas durante 6 dias con rapamicina 10nM (RAPA). Los resultados mostrados corresponden a la
media + D.E. de cuatro experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control; #
p<0,05 y ##p<0,01 con respecto a NE).
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Figura 28. Efecto de la inhibicion de la via PI3K/Akt/mTOR sobre el aspecto morfolégico de la
diferenciacion neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en
presencia o en ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Aspecto morfolégico
de células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE) obtenido mediante fotomicrografias de
microscopia de contraste de fase (400x). En los casos indicados las células fueron tratadas durante 6 dias
con LY294002 10uM (LY), con el inhibidor de Akt IV 1uM (Akt inh IV) o con rapamicina 10nM (RAPA).
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4.2. Quinasa dependiente de AMP.

La proteina quinasa dependiente de AMP, AMPK, es un sensor de los niveles
energéticos de la célula. Aunque ha sido mas estudiada por sus efectos sobre el
metabolismo, AMPK participa en otras funciones como el crecimiento y la proliferacién
celular, entre otras (Hardie et al. 2016). Algunos tipos de células tumorales tienen
mecanismos para disminuir la activacion de AMPK, lo que les permite escapar de las
vias de sefializacidén que restringen el crecimiento.

Para conocer si se producian variaciones en la actividad de AMPK en la
diferenciaciéon neuroendocrina de las células LNCaP, se analizé el nivel de la forma
fosforilada de AMPK en la treonina de la posicion 172 de la subunidad o, y de uno de
sus principales sustratos, Acetil-CoA Carboxilasa, ACC. Como se observa en la figura 29,
en la NED se produce una disminucién en la actividad de AMPK, ya que disminuyen los
niveles de AMPK fosforilada y los niveles de fosforilacion de ACC. Curiosamente
también se observa una disminucidon de ACC total, indicando que ademas se inhibe su
expresion. Estos cambios se correlacionan con un aumento en la expresion de los
marcadores neuroendocrinos NSE y Blll Tub, valorados como control del proceso.
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Figura 29. La quinasa dependiente de AMP (AMPK) esta inhibida en la diferenciacion
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de pAMPK, AMPK, pACC,
ACC, enolasa especifica de neuronas (NSE), Blll-tubulina (BlIl Tub) y GAPDH (utilizado como control de
carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). Los
resultados mostrados corresponden a la media = D.E. de cinco experimentos independientes (*p<0,05
con respecto al control).
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Para evaluar el efecto de la modulacién de la actividad de AMPK en la
diferenciacion neuroendocrina se utilizo AICAR, un activador alostérico de AMPK. En
primer lugar, se analizé el efecto activador de AICAR sobre AMPK realizando un ensayo
a diferentes tiempos y midiendo los niveles de AMPK y ACC fosforilado, tal y como
indica la figura 30.

H
]
H
J

W-AICAR W -AICAR PAMPK s s s B e 80D

4 = +AICAR
*

{ =+AICAR

w
w

THIAOALE—
Nivelesde pACC
N

L

Niveles de pAMPK
N

#
<

1 1- GAPDH
AICAR . . . . 4
0 0 - 1mMm
1h 4h 24h
1h 4h 24h

Figura 30. Activacion de AMPK mediante el tratamiento con AICAR en células LNCaP. Las
células LNCaP se sembraron y se cultivaron en ausencia de suero durante 1, 4 y 24 horas. Niveles de
pPAMPK, pACC y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot durante 1, 4y
24 horas. En los casos indicados las células fueron tratadas durante 1, 4 y 24 horas con AICAR 1mM. Los
resultados mostrados corresponden a la media = D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05
con respecto al control de 1 hora; # p<0,05 con respecto a cada control del tiempo respectivo).

Posteriormente, se analizo la activaciéon de AMPK y los cambios en la expresidon
de los marcadores de neuroendocrinos, en las condiciones establecidas de tiempo para
nuestro modelo celular de NED. En dichas condiciones, el tratamiento con AICAR
durante 6 dias, aunque no produjo cambios evidentes en la fosforilacion de AMPK,
indujo un aumento en la fosforilacién de ACC, indicando que efectivamente se estaba
activando AMPK (Figura 31). Con esta activacién se produjo una notable disminucién
de los marcadores neuroendocrinos, especialmente Blll Tub, indicando que no solo
AMPK estaba inhibida durante la NED, sino que ademas, su activaciéon era capaz de
impedir, al menos en parte, el proceso de NED. El tratamiento con AICAR, ademas
produjo modificaciones en las caracteristicas morfolégicas de las células NE (Figura
32). Estos resultados indican que la activacién de AMPK con AICAR es capaz de impedir
el aumento de marcadores neuroendocrinos NSE y BllIl Tub, como asi también la
adquisicion del fenotipo neuroendocrino.
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Figura 31. Efecto de la activacion de AMPK en la diferenciacion neuroendocrina de células
LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como
se describe en Materiales y Métodos. Niveles de pAMPK, AMPK, pACC, ACC, enolasa especifica de
neuronas (NSE), Blll-tubulina (BIIl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante
Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las
células fueron tratadas durante 6 dias con AICAR 1mM. Los resultados mostrados corresponden a la
media + D.E. de cinco experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control; #
p<0,05 con respecto a NE).
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Figura 32. Efecto de la activacion de AMPK sobre el aspecto morfolégico de la diferenciacion
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Aspecto morfoldgico de células
LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE) obtenido mediante fotomicrografias de microscopia
de contraste de fase (400x). En los casos indicados las células fueron tratadas durante 6 dias con AICAR
ImM.

4.3. La inibicion de la via PI3K/Akt/mTOR produce activacion de
AMPK.

Con los datos obtenidos que confirmaban la activacion de la via de sefializaciéon
PI3K/Akt/mTOR y su papel fundamental para el desarrollo de la NED, quisimos estudiar
si existia correlacidn entre la actividad de esta via y el estado de AMPK. Para ello se
analizaron los niveles de fosforilacion de AMPK y ACC en células tratadas con LY294002
o con el inhibidor de Akt IV. Tanto las células LNCaP como las células NE tratadas con
LY294002 mostraron un aumento en la fosforilacion de AMPK y ACC (Figura 33A). Por
su parte, el tratamiento con el inhibidor de Akt IV, también indujo un aumento en la
fosforilacion de AMPK y de ACC (Figura 33B). Es interesante resaltar que los
marcadores de NED, NSE y BlIl Tub disminuyeron en las células NE tratadas tanto con
LY294002 como con el inhibidor de Akt IV. Estos resultados ponen de manifiesto que la
inhibicion de la via PI3K/Akt/mTOR produce activacion de AMPK que induce
disminucién de los marcadores neuroendocrinos NSE y Bl Tub en células NE.
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Figura 33. Efecto de la inhibicién de la via PI3K/Akt/mTOR sobre AMPK en la
diferenciacion neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en
presencia o en ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. A, B. Niveles de
pAMPK, AMPK, pACC, ACC, enolasa especifica de neuronas (NSE), Blll-tubulina (Blll Tub)y GAPDH
(utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y células
neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células fueron tratadas durante 6 dias con LY294002
10uM (LY) (A) o con el inhibidor de Akt 1uM (Akt inh 1V) (B). Los resultados mostrados corresponden a la
media + D.E. de cinco experimentos independientes (*p<0,05 con respecto al control; # p<0,05 con
respecto a NE).
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5. Estudio de la autofagia en la diferenciacion neuroendocrina
de las células de cancer de prdstata LNCaP.

5.1. Activacion de Ila autofagia durante la diferenciacion
neuroendocrina de las células de cancer de prdstata LNCaP.

Las células tumorales pueden utilizar la autofagia para prolongar su
supervivencia en condiciones adversas. Asi, en muchos tipos de cdnceres, incluido el
cancer de prostata, la activacién de la autofagia se ha postulado como un mecanismo
de adaptaciéon al tratamiento antitumoral (Kung 2011). Por tal motivo, se quiso
comprobar si en nuestro modelo de diferenciacion neuroendocrina la autofagia se
activaba.

Como se ha comentado en la introduccién, durante la activacion de la autofagia
la forma citosdlica de LC3 (LC3I), se conjuga con fosfatidiletanolamina y se incorpora
en la membrana de los autofagosomas (LC3 Il). Este cambio de la localizacién de LC3 se
utiliza como marcador de autofagia (Klionsky et al. 2016). Para establecer cual era el
estado de la autofagia en nuestro modelo de NED, en primer lugar se analizaron los
niveles de LC3 durante una cinética de retirada de suero. Como se observa en la figura
34A, conforme avanzaba el proceso de NED, las células mostraron un aumento de LC3
II. Para determinar si el aumento de LC3 Il se debia a un aumento del niumero de
autofagosomas o a un blogqueo de su degradacion se realizaron ensayos de flujo
autofagico, utilizando bafilomicina A1 (BafA1) (Klionsky et al. 2016). La bafilomicina Al
es capaz de impedir la fusidon del autofagosoma con el lisosoma, evitando asi que el
contenido del autofagosoma entre en el contacto con el contenido del lisosoma y por
lo tanto evitando la degradacion de los autofagosomas. Este efecto se consigue
utilizandola a dosis altas por cortos periodos de tiempo. Por otro lado, la bafilomicina
Al es capaz de inhibir la bomba de H' de la membrana lisosomal impidiendo la
acidificacion del lisosoma, para lo cual se necesitan dosis menores de BafAl actuando
durante un tiempo prolongado. Ademas para inhibir la autofagia se utilizaron
inhibidores de proteasas lisosomales, E64d y pepstatina A (E64d+PA). Ambos tipos de
tratamientos se realizaron durante tres horas antes de finalizar la retirada de suero a
dosis elevadas. Al tratar las células con BafA1l, se produjo un acimulo de LC3 Il, siendo
el efecto evidente a partir de los dos dias de retirada de suero. En iguales condiciones
de eliminacidn de suero que las citadas para la figura 34A, las células recibieron
tratamiento con E64d+PA, aunque en este caso el acimulo de LC3 Il no fue tan
efectivo como con BafAl (Figura 34B). En ambos casos, se utiliz6 como control del
proceso de NED el marcador neuroendocrino NSE.
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Figura 34. Estado de la autofagia durante la diferenciacion neuroendocrina de células LNCaP.
Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como se
describe en Materiales y Métodos. A, B. Niveles de LC3, enolasa especifica de neuronas (NSE), y GAPDH
(utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot durante 2, 4 y 6 dias sin suero (-FBS).
El control (C) son células LNCaP cultivadas durante 6 dias en presencia de suero. En los casos indicados,
las células fueron tratadas con bafilomicina A1 100 nM (BafA1) (A) o con E64d+PepstatinaA 2,5-5ug/ml
(E64d+PA) (B) durante las ultimas 3 horas.

Con los resultados obtenidos, se decidié analizar la localizacion celular de LC3
realizando un ensayo de microscopia confocal utilizando un anticuerpo primario anti-
LC3 y un anticuerpo secundario conjugado con el fluorocromo Alexa 488. Cuando la
autofagia se encuentra en condiciones basales, se observa un patrén de distribucién
homogéneo pero cuando hay una activacién de la misma, LC3 Il se incorpora en los
autofagosomas y se observa un patréon de fluorescencia punteado. En la figura 35 se
aprecia que las células LNCaP mostraron un patréon homogéneo, en tanto que las
células NE presentaron una sefial fluorescente levemente mas intensa con respecto a
las células LNCaP. Posteriormente, se midid la distribucién de LC3 en ambos tipos
celulares realizando un tratamiento de 3 horas con bafilomicina A1 100 nM, y se
observé que en células LNCaP no se produjo un aumento significativo de la sefial y no
hay un patrén de punteado. En cambio, en estas mismas condiciones, las células NE
incrementaron significativamente su sefial fluorescente con respecto a células LNCaP
apareciendo el punteado caracteristico de LC3 Il asociado a los autofagosomas. Este
resultado confirma el aumento de LC3 medido por Western blot demostrando que en
las células NE hay mds autofagosomas y por tanto la autofagia estd activada con
respecto a las células LNCaP.
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Figura 35. Localizacion celular de LC3 en la diferenciacion neuroendocrina de células LNCaP.
Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Localizacion de LC3 (verde) en células LNCaP (control, C) y células
neuroendocrinas (NE) analizada mediante microscopia confocal de fluorescencia (63X). Los nucleos
estan marcados con DAPI (azul). En los casos indicados, las células fueron tratadas con bafilomicina Al
100 nM (BafA1) durante las ultimas 3 horas.

Con este resultado, se decididé analizar si el acimulo de LC3 Il observado con el
tratamiento con bafilomicina Al estaba relacionado con una activacién o con un
blogueo del flujo autofagico. Para ello, se midieron los niveles de p62. Esta proteina se
une a diferentes moléculas que pueden ser degradadas mediante autofagia, siendo
ella misma degradada durante el proceso (Kirkin et al. 2009). Por tal motivo, los niveles
de p62 se utilizan como indicador de activacién de autofagia, ya que una disminucién
de sus niveles indica una mayor actividad autofagica. Como se observa en la figura 36,
en células NE hay una disminucion de p62 con respecto a las células LNCaP. Cuando las
células recibieron tratamiento con bafilomicina Al, los niveles de p62 no se
modificaron, aunque los niveles de LC3 Il aumentaron. En estas mismas condiciones se
midieron los niveles de los marcadores neuroendocrinos NSE y Blll Tub, como
controles del proceso de NED. Este resultado demuestra, por un lado, que la autofagia
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es activa en células NE, ya que se produce disminucién de los niveles de p62 y por otro
lado, que durante la NED se produce un aumento en el niumero de autofagosomas ya
gue el acumulo de LC3 Il es mayor en células NE con respecto a células LNCaP.
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Figura 36. Marcadores de autofagia en la diferenciacién neuroendocrina de células LNCaP. Las
células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como se describe
en Materiales y Métodos. Niveles de LC3, p62, enolasa especifica de neuronas (NSE), Blll-tubulina (BlII
Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP
(control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células fueron tratadas con
bafilomicina A1 100 nM (BafA1) durante las Gltimas 3 horas. Los resultados mostrados corresponden a la
media + D.E. de cuatro experimentos independientes (*p<0,05, **p<0,01 con respecto al control; #
p<0,05 con respecto a NE).

Para confirmar la conclusidn anterior se midieron los niveles de expresién de
ARNm de LC3 y de algunos genes claves en el proceso de autofagia como son Atgl
(ULK1/2 en mamiferos) y Atg5. Como se observa en la figura 37, en las células NE se
produce un aumento de la expresion de LC3, Atgl y Atg5. Con este resultado se pone
en evidencia que durante la diferenciacién neuroendocrina de las células LNCaP hay un
aumento en la expresion de estos genes y permite confirmar que la autofagia se activa
en este proceso.
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Figura 37. Aumento de ARNm de marcadores de autofagia en la diferenciacion
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. ARNm correspondiente a LC3, Atgly
Atg5 medido mediante PCR cuantitativa a tiempo real en células LNCaP (control, C) y células
neuroendocrinas (NE). Los valores fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. Los
resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05
con respecto al control).

5.2. Aumento de la expresion de LAMP2 durante la diferenciacion
neuroendocrina de las células de cancer de prdstata LNCaP.

Previamente a esta tesis doctoral, en nuestro laboratorio se realizd un
microarray de expresion de células LNCaP neurodiferenciadas. En el microarray se
comparé la expresion génica de células LNCaP con respecto a células LNCaP cultivadas
sin suero durante 6 dias a las que se considerd células neuroendocrinas (NE). Entre las
proteinas que mostraban un cambio en su patrén de expresion se encontraba LAMP2.

Para validar el resultado obtenido en el microarray se determind, en primer
lugar, el nivel de ARNm de LAMP2 en células LNCaP y células NE en nuestro modelo
experimental. En la figura 38A se observa que se produce un incremento en el ARNm
de esta proteina en las células NE con respecto a las células LNCaP, resultado que
permitié confirmar el dato obtenido en el microarray. Posteriormente, se midié el nivel
proteico de LAMP2 utilizando un anticuerpo que reconoce las tres isoformas de
LAMP2. Las células LNCaP mostraron una banda a 96 KDa, en tanto que el perfil
electroforético cambié en células NE donde aparecieron formas truncadas y de
degradacion de la proteina LAMP2 de menor peso molecular (Figura 38B). En estas
mismas condiciones se midieron los niveles de los marcadores NSE y BlIl Tub, como
controles del proceso de NED.
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Figura 38. Aumento de LAMP2 durante la diferenciacion neuroendocrina de células LNCaP.
Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como se
describe en Materiales y Métodos. A. ARNm correspondiente a LAMP2 medido mediante PCR
cuantitativa a tiempo real en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). Los valores
fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. B. Niveles de LAMP2, enolasa especifica de
neuronas (NSE), Blll-tubulina (BIIl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante
Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). Los resultados mostrados
corresponden a la media + D.E. de cuatro experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con
respecto al control).

Mediante microscopia confocal de fluorescencia se analizo la localizacién celular
de LAMP2 utilizando un anticuerpo primario anti-LAMP2 y un anticuerpo secundario
conjugado con el fluorocromo Alexa 488. Como se observa en la figura 39, en células
LNCaP la senal se localiza de manera homogénea alrededor del citoplasma delimitando
estructuras cilindricas similares a anillos. En células NE la intensidad de la sefial
aumenta y se observa ademas, una localizacién en los extremos de las prolongaciones
tipo neurita. En otra serie de ensayos de microscopia confocal se determiné la
localizacién lisosomal de LAMP2, para lo cual las células fueron marcadas en iguales
condiciones que las citadas para la figura 39 y con la sonda fluorescente LysoTracker®.
Esta sonda es capaz de unirse y marcar aquellas estructuras celulares con pH acido
(endosomas tardios, lisosomas). En la figura 40 puede observarse que, tanto en células
LNCaP como en células NE, aparecen puntos de color naranja-amarillo que son el
resultado de la combinacidn del fluorocromo Alexa 488 verde y la sonda fluorescente
LysoTracker® roja. En los extremos de las prolongaciones tipo neurita, por otro lado,
predomina claramente la sefial de color verde. Estos resultados permiten confirmar
que durante la NED de las células LNCaP hay un aumento de la expresidon génica y
proteica de LAMP2 y que dicha proteina tiene una doble distribucién en células NE, en
organulos de pH 4cido y en las prolongaciones tipo neurita.
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Figura 39. Localizacion celular de LAMP2 durante la diferenciacién neuroendocrina de células
LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como
se describe en Materiales y Métodos. Localizacion de LAMP2 (verde) en células LNCaP (control, C) y
células neuroendocrinas (NE) analizada mediante microscopia confocal de fluorescencia (20X panel
superior, 63X panel inferior). Los nucleos estdan marcados con DAPI (azul).
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Figura 40. Localizacion de LAMP2 en lisosomas durante la diferenciacion neuroendocrina de
células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y
como se describe en Materiales y Métodos. Localizacion de LAMP2 (verde) en células LNCaP (control, C)
y células neuroendocrinas (NE) analizada mediante microscopia confocal de fluorescencia (20X panel
izquierdo, 63X panel derecho). Los nucleos estdan marcados con DAPI (azul). Los lisosomas se marcaron
con la sonda fluorescente LysoTracker® (Lys, rojo) tratando las células con una dosis de 50 nM durante
los ultimos 30 minutos.
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5.3. Efecto de la inhibicion de la autofagia sobre la diferenciacion
neuroendocrina de células de cancer de prostata LNCaP.

Los resultados obtenidos en relacion con la activacién de la autofagia nos
condujeron a plantearnos si este proceso seria necesario para que se produjera la
diferenciacién neuroendocrina.

Para anlizarr el efecto de la inhibicidn del porceso autofagico sobre la NED de las
células LNCaP, en primer lugar, se estudié el efecto de la inhibicion mediante
bafilomicina A1l. Para ello se utilizé una dosis de BafAl de 2nM que, como se comenté
anteriormente, impide la acidificacion de lisosoma. La figura 41 recoge los resultados
obtenidos al tratar tanto células LNCaP como NE con BafAl 2nM durante 6 dias. Este
tratamiento aplicado desde el inicio de la retirada de suero, produjo un acimulo de
p62 y un aumento de LC3 Il, indicando que no se estaba produciendo degradacion del
contenido lisosomal. En estas condiciones no se observéd una modificacion de los
marcadores neuroendocrinos, NSE y BlIl Tub, por lo que se puede concluir que la
inhibicion de la autofagia con bafilomicina A1 no altera la adquisicién de NED en
células LNCaP.
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Figura 41. Efecto de la inhibicidn de la autofagia con bafilomicina Al sobre la diferenciacion
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de LC3, p62, enolasa
especifica de neuronas (NSE), BllI-tubulina (BIll Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos
mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos
indicados, las células fueron tratadas durante 6 dias con bafilomicina A1 2nM (BafA1l). Los resultados
mostrados corresponden a la media + D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01
con respecto al control; # p<0,05 respecto a NE).
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Posteriormente, se analizd efecto de 3-metiladenina (3-MA), inhibidor de la PI3K
[l que actua en la nucleacién de la autofagia. Para ello se anadié 3-MA desde el
principio de la retirada de suero y se midieron los marcadores de autofagia LC3 y p62,
asi como los marcadores neuroendocrinos NSE y Blll Tub. En la figura 42 se observa
gue el tratamiento con 3-MA induce una disminucidn de LC3 Il, como consecuencia de
la inhibicién de la formacién del autofagosoma y un consecuente acimulo de p62 que
no puede ser degradado en estos organulos. En estas condiciones se produjo una
disminucién de los marcadores neuroendocrinos NSE y Blll Tub, lo que indicaba que el
inhibidor 3-MA impedia la NED en las células LNCaP.
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Figura 42. Efecto de la inhibicidon de la autofagia con 3-metiladenina sobre la diferenciacion
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de LC3, p62, enolasa
especifica de neuronas (NSE), Blll-tubulina (BlIl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos
mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos
indicados, las células fueron tratadas durante 6 dias con 3-metiladenina 1mM (3-MA). Los resultados
mostrados corresponden a la media + D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01
con respecto al control; # p<0,05 y ## p<0,01 respecto a NE).
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Para analizar en mayor profundidad el papel de la autofagia en la NED, se silencié
la proteina Atg5 que inetrviene en la elongacion del autofagosoma. La anulacién de la
expresion de Atg5 produjo, por un lado, aumento de los niveles de LC3 Il y p62, y por
otro lado, una disminucion en los niveles de marcadores de NED que solo fue
significativa en el caso de NSE (Figura 43).
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Figura 43. Efecto del silenciamiento de Atg5 sobre la diferenciacion neuroendocrina de
células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron, silenciaron y se cultivaron en presencia o en ausencia de
suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de Atg5, LC3, p62, enolasa especifica de
neuronas (NSE), Blll-tubulina (Bl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante
Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las
células fueron transfectadas con ARN de interferencia control (siC) o con ARN de interferencia selectivo
para Atg5 (siAtg5). Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de tres experimentos
independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control; # p<0,05 respecto a NE).

Estos resultados, en conjunto, ponen en evidencia que la inhibicidn
farmacolégica de la autofagia con 3-MA y el silenciamiento génico de Atg5, no asi el
tratamiento con dosis bajas de BafAl, impiden la NED de las células LNCaP y que la
actividad de este proceso es necesaria para el desarrollo de la NED.

86



Resultados

5.4. Efecto de la inhibicion de la via PI3K/Akt/mTOR sobre la
autofagia.

Entre las funciones que la via PI3K/Akt/mTOR regula se encuentra la autofagia.
Puesto que se habia observado una activacion de esta via en la diferenciacion
neuroendocrina de las células LNCaP, analizamos el efecto de su inhibicion sobre la
autofagia. Utilizando las mismas condiciones en las que se estudié la inhibicién de la
via PI3K/Akt/mTOR en la NED de las células LNCaP y tratandolas con bafilomicina Al
durante las ultimas 3 horas, medimos los niveles de marcadores de autofagia LC3 y
p62, junto con los niveles del marcador neuroendocrino NSE.

En primer lugar, se analizd el efecto de LY294002. Cuando las células fueron
tratadas con LY294002 durante 6 dias y bafilomicina Al durante las ultimas 3 horas, se
observé un aumento de LC3 Il. Por su parte, los niveles de p62 aumentaron
notablemente en las células NE y en estas condiciones los niveles de NSE
disminuyeron. Tomados en conjunto, estos resultados indican que la inhibicidon de PI3K
| produce un bloqueo de la autofagia que se refleja en el aumento de LC3 Il y p62, y
dicho bloqueo produce la disminucion del marcador neuroendocrino NSE (Figura 44).

En segundo lugar, se analizo el efecto del inhibidor de Akt IV. Igualmente que con
LY294002, el tratamiento con Akt inh IV fue capaz de producir un aumento de LC3 Il y
de p62 en células NE, indicando que era capaz de producir una inhibicidon del proceso
de autofagia. Ademads, se analiz6 el efecto de este inhibidor sobre la expresiéon de la
proteina LAMP2, observandose que se producia una notable disminucion de los niveles
de LAMP2 en células NE. En estas condiciones se produjo una disminucién del
marcador neuroendocrino NSE (Figura 45).

En tercer lugar, se analizd el efecto del inhibidor de mTORC1, rapamicina. A
diferencia de lo observado con LY294002 o con Akt inh IV, el tratamiento con
rapamicina no modificé los niveles de LC3 Il ni de p62 en células NE. Sin embargo, si
produjo una disminucién del marcador de diferenciacién neuroendocrina NSE (Figura
46).
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Figura 44. Efecto de LY294002 sobre la autofagia en la diferenciacion neuroendocrina de
células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y
como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de LC3, p62, enolasa especifica de neuronas (NSE) y
GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y
células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células fueron tratadas durante 6 dias con
LY294002 10uM (LY) y con bafilomicina A1 100 nM (BafAl) durante las uUltimas 3 horas. Los resultados
mostrados corresponden a la media * D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05 con respecto
al control; # p<0,05 respecto a NE).
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Figura 45. Efecto del inhibidor de Akt IV sobre la autofagia en la diferenciaciéon
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de LC3, p62, LAMP2, enolasa
especifica de neuronas (NSE) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western
blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células
fueron tratadas durante 6 dias con el inhibidor de Akt IV 1uM (Akt inh IV) y con bafilomicina A1 100 nM
(BafA1) durante las ultimas 3 horas. Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de tres
experimentos independientes (*p<0,05 con respecto al control; # p<0,05 con respecto a NE).
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Figura 46. Efecto de rapamicina sobre la autofagia en la diferenciacion neuroendocrina de
células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y
como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de LC3, p62, enolasa especifica de neuronas (NSE) y
GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y
células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células fueron tratadas durante 6 dias con
rapamicina 10nM (RAPA) y con bafilomicina A1 100 nM (BafAl) durante las ultimas 3 horas. Los
resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05
con respecto al control; # p<0,05 con respecto a NE).
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5.5. Efecto de la inhibicion de LAMP2 sobre la autofagia.

Apoydandonos en datos publicados previamente (Tanaka et al. 2000; Massey et
al. 2006), quisimos comprobar si el silenciamiento de LAMP2 producia una
modificacién de la autofagia y su efecto sobre la NED de las células LNCaP.

En primer lugar, se realizo el silenciamiento de LAMP2 y se midieron los niveles
de LAMP2 y de los marcadores de NED, NSE y Blll Tub. Dicho silenciamiento, altamente
efectivo para la proteina LAMP2, fue capaz de impedir el aumento del marcador
neuroendocrino BlIl Tub (Figura 47).
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Figura 47. Efecto del silenciamiento de LAMP2 sobre la diferenciacién neuroendocrina en
células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron, se silenciaron y se cultivaron en presencia o en ausencia
de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de LAMP2, enolasa especifica de
neuronas (NSE), Blll-tubulina (BIIl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante
Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las
células fueron transfectadas con ARN de interferencia control (siC) o con ARN de interferencia selectivo
para LAMP2 (siLAMP2). Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de cuatro

experimentos independientes (*p<0,05 con respecto al control; # p<0,05 con respecto a NE).
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Posteriormente, se evalud el efecto del silenciamiento de LAMP2 sobre la
autofagia. Para ello, durante el silenciamiento de LAMP2 se aiadié bafilomicina Al
durante las ultimas 3 horas y se midieron los niveles de LC3 y p62 observdndose que
cuando LAMP2 estaba silenciado se producia un aumento de LC3 y p62 en las células
NE. Estos resultados indicaban que el silenciamiento de LAMP2 inducia un bloqueo de
la autofagia. El nivel de los los marcadores neuroendocrinos NSE y BllIl Tub, utilizados
como control del proceso de NED, solo disminuyd en le caso de BlIl Tub (Figura 48).
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Figura 48. Efecto del silenciamiento de LAMP2 sobre la autofagia y la diferenciacion
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron, se silenciaron y se cultivaron en
presencia o en ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de LAMP2,
LC3, p62, enolasa especifica de neuronas (NSE), Blll-tubulina (Bl Tub) y GAPDH (utilizado como control
de carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE).
En los casos indicados, las células fueron transfectadas con RNA de interferencia control (siC) o con RNA
de interferencia selectivo para LAMP2 (siLAMP2). En los casos indicados, las células fueron tratadas con
bafilomicina A1 100 nM (BafA1) durante las ultimas 3 horas. Los resultados mostrados corresponden a la
media + D.E. de cuatro experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control; #
p<0,05 con respecto a NE).
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5.6. Efecto de la activacion de AMPK sobre la autofagia.

Como habiamos visto que se producia una inhibicion de AMPK en Ia
diferenciacién neuroendocrina de las células LNCaP, quisimos evaluar su relacién con
el proceso de autofagia.

Para ello, en primer lugar, se incubaron las células con el activador de AMPK,
AICAR, durante 1, 4 y 24 horas. En la figura 49 puede observarse que el tratamiento
con AICAR a estos tiempos, no induce cambios significativos en los niveles de los
marcadores de autofagia LC3 y p62.

Posteriormente, se analiz6 el efecto de la activacion de AMPK sobre la autofagia
en las condiciones establecidas de tiempo y eliminacién de suero para nuestro modelo
celular de NED. Cuando el tratamiento con AICAR se prolongé durante 6 dias, fue capaz
de inducir aumento de LC3 Il y p62, efecto que fue mas evidente cuando se trataron las
células con bafilomicina Al (Figura 50). Estos resultados demuestran que la activaciéon
de AMPK con AICAR produce un bloqueo de la autofagia que en las células NE se
correlaciona con una disminucién del marcador neuroendocrino PBlIl Tub, valorado
como control del proceso de NED.
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Figura 49. Efecto del tratamiento con AICAR sobre la autofagia células LNCaP. Las células
LNCaP se sembraron y se cultivaron en ausencia de suero durante 1, 4 y 24 horas. Niveles de LC3, p62 y
GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot. En los casos indicados las
células fueron tratadas durante 1, 4 y 24 horas con AICAR 1mM. Los resultados mostrados corresponden
a la media £ D.E. de tres experimentos independientes.
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Figura 50. Efecto de la activacion de AMPK sobre la autofagia en la diferenciacion
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de LC3, p62, Blll-tubulina (Bl
Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot células LNCaP control
(control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células fueron tratadas durante 6
dias con AICAR 1mM vy con bafilomicina A1 100 nM (BafA1) durante las dltimas 3 horas. Los resultados
mostrados corresponden a la media + D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01
con respecto al control; # p<0,05 y ## p<0,01 con respecto a NE).

En conjunto estos resultados estdan en concordancia con los obtenidos en
relacién a la las vias de sefializacion PI13K/Akt/mTOR y AMPK, previamente estudiadas
en nuestro modelo experimental y en conjunto permiten concluir que la activacion de
Akt produce una inhibicion de AMPK que induciria una activaciéon del proceso de
autofagia y consecuentemente de la diferenciacién neuroendocrina de las células
LNCaP.
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6. Niveles de receptores de cannabinoides CB1 y CB2 en la
diferenciacion neuroendocrina de células de cancer de prdstata
LNCaP. Efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN).

6.1. Niveles de receptores de cannabinoides CB1 y CB2 en células
LNCaP y células neuroendocrinas.

La expresién de los principales componentes del sistema endocannabinoide en la
prostata ha sido descrita por el grupo de investigacion de la Dra. Diaz-Laviada en el que
se ha realizado este trabajo de tesis doctoral (Ruiz-Llorente et al. 2003; Ruiz-Llorente
et al. 2004). Como se ha comentado en la introduccién, en la préstata humana se
expresan varios de los componentes del sistema endocannabinoide incluyendo a los
receptores CB1 y CB2. La expresién de estos receptores, fundamentalmente de CB1,
aumenta en el cancer de préstata, y la activaciéon de CB2 parece mediar los efectos
antiproliferativos de los cannabinoides en células tumorales de prostata (Olea-Herrero
et al 2009a). Sin embargo, se desconoce si los receptores de cannabinoides ejercen
algun papel en la diferenciacion neuroendocrina del cancer de prdstata.

Al comienzo de esta tesis doctoral no habia publicaciones cientificas que
establecieran los niveles de los receptores de cannabinoides en las células NE del
cancer de prostata. Por tal motivo, para estudiar este punto se determinaron los
niveles de ARNm de CB1 y CB2 mediante PCR cuantitativa a tiempo real. Como se
observa en la figura 51A, en células NE se producia una marcada disminucién del
ARNm tanto de CB1 como de CB2 con respecto a células LNCaP. Se quiso, asi mismo,
corroborar si esta disminucidon en los niveles de ARNm se relacionaba con una
disminucién en la expresiéon proteica de ambos receptores. Debido a algunos
inconvenientes técnicos con el anticuerpo utilizado para detectar CB1, no fue posible
establecer el nivel de expresion proteica de este receptor. Sin embargo, en el caso de
del receptor CB2 si se pudo corroborar que se producia una disminucion del receptor
CB2 apreciable desde el segundo dia de la retirada de suero (Figura 51B). Es
interesante destacar que la disminucién de CB2 se correlaciona con el aumento de los
marcadores neuroendocrinos NSE y Bl Tub.
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Figura 51. Niveles de receptores de cannabinoides CB1 y CB2 en la diferenciaciéon
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. A. ARNm correspondiente a CB1 y
CB2 medidos mediante PCR cuantitativa a tiempo real en células LNCaP (control, C) y células
neuroendocrinas (NE). Los valores fueron normalizados con los niveles de ARNm de GAPDH. B. Niveles
de CB2, enolasa especifica de neuronas (NSE), BllI-tubulina (1l Tub) y GAPDH (utilizado como control de
carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y durante 2, 4 y 6 dias sin suero (-
FBS). Los resultados mostrados corresponden a la media * D.E. de cinco experimentos independientes
(*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control).
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6.2. El cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) disminuye la viabilidad de
células LNCaP y de células neuroendocrinas.

La disminucién de los receptores de cannabinoides parecia indicar que el sistema
cannabinoide podria tener algun papel en la diferenciacion neuroendocrina. Para
comprobar esto se utilizé el cannabinoide sintético WIN 55,212-2 (WIN), que posee
afinidad por los receptores CB1 y CB2 y se evaluaron diferentes aspectos de la NED.

Las células LNCaP y las células NE se trataron con dosis crecientes de WIN
durante 48 horas y se determind la viabilidad celular mediante ensayo de MTT. La
figura 52 muestra el efecto obtenido en ambos tipos celulares. El efecto sobre la
viabilidad celular fue similar en ambos casos, siendo un poco mas acusado en células
NE, permitiendo establecer la dosis que inhibe el 50% de viabilidad celular (ICso) en
3uM de WIN. Aunque previamente se habia observado que en las células NE se
producia una disminucion de los niveles de receptores de CB1 y CB2, decidimos
analizar si el efecto de WIN sobre la viabilidad celular estaba mediado por dichos
receptores. Para tal fin tanto las células LNCaP como NE fueron pretratadas durante
dos horas con el agonista inverso de CB1 SR141716A (SR1), o con el agonista inverso
de CB2 SR144528 (SR2) o con la combinacién de ambos. Estos experimentos mostraron
gue en ninguno de los pretratamientos con los agonistas inversos se producia una
modificacién del efecto de WIN sobre la viabilidad celular, y que por lo tanto el efecto
del cannabinoide no parecia estar mediado por los receptores.

6.3. El cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) disminuye la expresion de
marcadores neuroendocrinos.

El paso siguiente fue evaluar si el cannabinoide WIN tenia algun efecto sobre la
diferenciaciéon neuroendocrina de las células LNCaP. Para ello tanto células LNCaP
como NE se trataron con WIN durante 6 dias a la dosis establecida en el experimento
anterior, y en los casos indicados fueron pretratadas con la combinacién de los
agonistas inversos SR1 y SR2. Posteriormente, se analizaron los niveles de los
marcadores neuroendocrinos NSE y BIIl Tub. Como se observa en la figura 53, el
tratamiento con WIN disminuyd la expresion de ambos marcadores en células NE, y
este efecto no se vié alterado cuando las células recibieron tratamiento previo con la
combinacion de agonistas inversos.
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Figura 52. Efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre la viabilidad de células LNCaP

(A) y células neuroendocrinas (B). Las células LNCaP y células neuroendocrinas (NE) se trataron con
dosis crecientes de WIN durante 48 horas y la viabilidad celular se midié mediante ensayo de MTT. En
los casos indicados, las células fueron pretratadas durante dos horas con 1uM del agonista inverso
SR141716A (SR1), SR144528 (SR2) o con la combinacién de ambos. El tratamiento 0 uM (solo vehiculo)
se considerd el 100% de células vivas y los valores obtenidos en los diferentes tratamientos fueron
referidos a este dato. Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de tres experimentos
independientes realizados por triplicado (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control 0 uM).
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Figura 53. Efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre la expresion de marcadores
neuroendocrinos en células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de enolasa especifica de
neuronas (NSE), Blll-tubulina (BIIl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante
Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las
células fueron pretratadas durante dos horas con 1uM de la combinacidn de los agonistas inversos
SR141716A (SR1) y SR144528 (SR2) y durante 6 dias con WIN 3uM. Los resultados mostrados
corresponden a la media + D.E. de cinco experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con
respecto al control; # p<0,05 y ## p<0,01 con respecto a NE).

Con el resultado obtenido anteriormente, se considerd interesante analizar si
WIN tendria algun efecto sobre la expresion de los receptores CB1 y CB2. Para ello
medimos los niveles de ARNm de los receptores de CB1 y CB2 en las mismas
condiciones que en el experimento mostrado en la figura 53. Como se observa en la
figura 54, los niveles de CB1 disminuyen en las NE tanto en ausencia como en
presencia de WIN y por lo tanto este cannabinoide no modifica el perfil de expresién
de CB1. Sorprendentemente no ocurre asi con los niveles de CB2. El tratamiento con
WIN evita la caida de expresidn de CB2 que se produce en la NED, indicando que el
tratamiento durante 6 dias con WIN mantiene los niveles de receptor CB2 similares a
los presentes en células LNCaP y sugiere que CB2 podria estar implicado en la
disminucién de la NED producida por WIN. Al pretratar con los agonistas inversos SR1y
SR2 se evita el efecto de WIN sobre CB2. En conjunto, estos resultados sugieren que la
disminucién de CB2 juega un papel en la diferenciacién neuroendocrina y que WIN
actuando a través de CB2, evitaria la caida de este receptor y disminuiria la NED.
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Figura 54. Efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre la expresion de receptores de
cannabinoides CB1 y CB2. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en ausencia de
suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. ARNm correspondiente a CB1 y CB2 medido
mediante PCR cuantitativa a tiempo real en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE).
Los valores fueron normalizados con ARNm de GAPDH. En los casos indicados, las células fueron
pretratadas durante dos horas con 1uM del agonista inverso SR141716A (SR1), SR144528 (SR2) o con la
combinacién de ambos y durante 6 dias con WIN 3uM. Los resultados mostrados corresponden a la
media + D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control; #p<0,05
con respecto a NE).

6.4. Estudio del efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre
la via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR y AMPK en la diferenciacion
neuroendocrina de las células de cancer de prdstata LNCaP.

Como se ha visto, el tratamiento con WIN producia disminucién de la expresién
de los marcadores neuroendocrinos NSE y Bl Tub en células NE. Por lo tanto, se
planted analizar si WIN estaria ejerciendo este efecto a través de alguna de las vias de
sefializaciéon estudiadas previamente. Con este objetivo, se comenzd estudiando el
efecto de este cannabinoide sobre la via PI3K/Akt/mTOR. El tratamiento con WIN fue
capaz de producir una disminucién de la fosforilacién de Akt en células NE, incluso a
niveles menores que los de las células LNCaP. Como era de esperar, esto se
correlacioné con una disminucion de la fosforilacién de mTOR y de S6. Curiosamente el
tratamiento con WIN solo afecta a la via PI3K/Akt/mTOR en células NE pero no en las
células LNCaP. El tratamiento con los agonistas inversos de CB1 y CB2, SR1 y SR2
respectivamente, dos horas antes de la adicion de WIN, no previno la inhibicién de la
via PI3K/Akt/mTOR (Figura 55).

En segundo lugar se estudid el efecto de WIN sobre AMPK en las mismas
condiciones en las que se estudio la via PI3K/Akt/mTOR. El tratamiento con WIN fue
capaz de inducir un aumento en la fosforilacién de AMPK y de ACC, que no fue evitado
con la adicion de SR1y SR2 (Figura 56).
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Figura 55. Efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre la via de sefializacion
PI3K/Akt/mTOR en la diferenciacién neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron
y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos.
Niveles de pAkt, Akt, pmTOR, mTOR, pS6, S6 y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos
mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos
indicados, las células fueron pretratadas durante dos horas con 1uM de la combinacién de los agonistas
inversos SR141716A (SR1) y SR144528 (SR2) y durante 6 dias con WIN 3uM. Los resultados mostrados
corresponden a la media = D.E. de cuatro experimentos independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con
respecto al control; # p<0,05 y ## p<0,01 con respecto a NE).
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Figura 56. Efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre AMPK en la diferenciacion
neuroendocrina de células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en presencia o en
ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de pAMPK, AMPK, pACC, ACC
y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C)
y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células fueron pretratadas durante dos horas
con 1uM de la combinacién de los agonistas inversos SR141716A (SR1) y SR144528 (SR2) y durante 6
dias con WIN 3uM. Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de cinco experimentos
independientes (*p<0,05 y **p<0,01 con respecto al control; # p<0,05 con respecto a NE).

Tomados en conjunto estos resultados permiten establecer que el tratamiento
con WIN produce una inhibicién de la via PI3K/Akt/mTOR y una activacién de AMPK.
Esta situacion estaria en correlacion con la disminucién de la expresion de los
marcadores neuroendocrinos NSE y Bl Tub.

Con el objetivo de estudiar si el efecto de WIN sobre la diferenciaciéon
neuroendocrina de las células LNCaP estaba mediado por AMPK, realizamos el
silenciamiento génico de esta proteina y posteriormente se traté con WIN (Figura 57).
Sorprendentemente, el silenciamiento de AMPK redujo notablemente los marcadores
de diferenciacién neuroendocrina tanto en las células LNCaP control como en las NE y
este efecto se mantuvo en los casos en que las células recibieron tratamiento con WIN.
Este resultado, si bien preliminar, no nos permite asegurar que WIN ejerza su efecto
inhibidor de la NED mediante AMPK.

102



Resultados

AMPK

NSE

BIll Tub

GAPDH

SiC + + - - + o+ - -
SIAMPK - - + + - - + +

WIN - + - + - + - +

Figura 57. Efecto del silenciamiento de AMPK sobre la de WIN 55,212-2 (WIN). Las células
LNCaP se sembraron, silenciaron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Niveles de AMPK, enolasa especifica de neuronas (NSE), Blll-tubulina
(BNl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP
(control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células fueron transfectadas con
ARN de interferencia control (siC) o con ARN de interferencia selectivo para AMPK. En los casos
indicados, las células fueron tratadas durante 6 dias con WIN 3uM.

6.5. Estudio del efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre
la secrecion de IL-6 en la diferenciacion neuroendocrina de las
células de cancer de prostata LNCaP.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado la capacidad de los
cannabinoides y vanilloides de modular la secrecién de IL-6 en células de cédncer de
préstata (Olea-Herrero et al. 2009b; Malagarie-Cazenave et al. 2011). Con este
antecedente, decidimos analizar si el cannabinoide WIN era capaz de modificar el
aumento en la secrecion de IL-6 observado en células NE (Figura 20). En las mismas
condiciones en las que se determinaron los niveles de ARNm de IL-6 en el experimento
de la figura 20, se midieron los niveles de ARNm de IL-6 cuando las células recibieron
tratamiento con WIN. En la figura 58 se aprecia que el tratamiento con WIN produce
una disminucion en los niveles de ARNm de IL-6 en las células NE casi a niveles de las
células LNCaP.
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Figura 58. Efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre los niveles de IL-6 en la
diferenciacion neuroendocrina de las células LNCaP. Las células LNCaP se sembraron y se cultivaron en
presencia o en ausencia de suero tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de ARNm
correspondiente a IL-6 medido mediante PCR cuantitativa a tiempo real en células LNCaP (control, C) y
células neuroendocrinas (NE). En los casos indicados, las células fueron tratadas durante 6 dias con WIN
3uM. Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de tres experimentos independientes
(*p<0,05 con respecto al control; # p<0,05 con respecto a NE).

Para conocer el papel de IL-6 en la diferenciacion neuroendocrina se silencio su
expresion (Figura 59A). El silenciamiento de IL-6 no redujo los niveles de los
marcadores neuroendocrinos NSE y Blll Tub en las células NE, indicando que, aunque la
expresion de IL-6 aumenta en la NED, este aumento no es necesario para que se
produzca la diferenciacion neuroendocrina. En concordancia con este resultado, el
tratamiento con WIN redujo los niveles de marcadores neuroendocrinos tanto en
células NE con IL-6 silenciada como en las no silenciadas (Figura 59B).

Este resultado demuestra que el aumento de la expresion génica de IL-6 que se
produce durante la NED de las células LNCaP es una consecuencia del proceso y no un
factor desencadenante del mismo, ya que en condiciones de silenciamiento de IL-6 se
mantienen los niveles de marcadores neuroendocrinos asociados con el proceso. Por
otro lado, este resultado pone en evidencia que el efecto de WIN observado sobre los
marcadores neuroendocrinos no depende del nivel de expresién de IL-6, y por tanto no
estd mediado por esta interleuquina.
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Figura 59. Silenciamiento de IL-6 en la diferenciacion neuroendocrina de las células LNCaP.

Las células LNCaP se sembraron, silenciaron y se cultivaron en presencia o en ausencia de suero tal y
como se describe en Materiales y Métodos. A. ARNm correspondiente a IL-6 medido mediante PCR
cuantitativa a tiempo real en células LNCaP (control, C) y células neuroendocrinas (NE). En los casos
indicados, las células fueron transfectadas con RNA de interferencia control (siC) o con RNA de
interferencia selectivo para IL-6. En los casos indicados, las células fueron tratadas durante 6 dias con
WIN 3uM. B. Niveles de enolasa especifica de neuronas (NSE), BllI-tubulina (BIIl Tub) y GAPDH (utilizado
como control de carga) medidos mediante Western blot en células LNCaP (control, C) y células
neuroendocrinas (NE) en las mismas condiciones de A. Los resultados mostrados corresponden a la
media + D.E. de dos experimentos independientes (*p<0,05 con respecto al control; #p<0,05 con
respecto a NE).
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6.6. Estudio del efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) en el
crecimiento de tumores con presencia de células NE.

Para analizar el efecto de WIN sobre le crecimiento de tumores de cancer de
prostata con presencia de células NE se generaron tumores xendgrafos inyectando
subcutaneamente una mezcla en partes iguales de células PC-3+LNCaP o PC-3+NE,
respectivamente, y se realizd un tratamiento peritumoral con una dosis de 1,5 mg/Kg
de WIN durante 15 dias. El tratamiento con WIN fue capaz de reducir el ritmo de
crecimiento de ambos tipos de tumores (Figura 60, figura 61). Con este resultado se
pone evidencia que, al igual que en las condiciones in vitro, el cannabinoide WIN
induce una disminucién del crecimiento de tumores de cancer de préstata, tanto con
presencia como con ausencia de células NE.
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Figura 60. Efecto de WIN 55,212-2 (WIN) sobre sobre el crecimiento de tumores mixtos de
células PC-3 y LNCaP. Se inyectaron subcutdneamente ratones inmunodeprimidos con una mezcla de
células PC-3+LNCaP tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los tumores recibieron tratamiento
peritumoral de 15 dias de duracién con vehiculo (Vhc) o con 1,5mg/Kg de WIN (WIN) y se midieron
diariamente. El volumen del tumor se calcula con la férmula 0,523xWxL; siendo W el ancho del tumor y
L la longitud del mismo. El dia 1 se considerd el 100% del volumen vy los valores estan referidos a este
dato. Los datos representan la media de 4 ratones + C.V.
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Figura 61. Efecto de WIN 55,212-2 (WIN) sobre el crecimiento de tumores mixtos de células
PC-3 y células neuroendocrinas. Se inyectaron subcutdneamente ratones inmunodeprimidos con una
mezcla de células PC-3+NE tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los tumores recibieron
tratamiento peritumoral de 15 dias de duracion con vehiculo (Vhc) o con 1,5mg/Kg de WIN (WIN) y se
midieron diariamente. El volumen del tumor se calcula con la férmula 0,523xWxL; siendo W el ancho del
tumor y L la longitud del mismo. El dia 1 se considerd el 100% del volumen y los valores estan referidos a
este dato. Los datos representan la media de 4 ratones + C.V.
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6.7. Efecto de WIN 55,212-2 (WIN) en células PC-3 utilizadas como
modelo celular de diferenciacion neuroendocrina.

Las células PC-3 se consideran una linea celular representativa del carcinoma
prostatico neuroendocrino de células pequenas, un tipo muy agresivo y poco frecuente
de céncer de préstata (Tai et al. 2011). De hecho, las células PC-3 expresan niveles
altos de marcadores neuroendocrinos como NSE y BllIl Tub y no expresan AR ni PSA.
Mas adn, las células PC-3 habitualmente conservan estas caracteristicas
neuroendocrinas incluso en presencia de suero. Por lo anteriormente citado, se utilizd
un modelo in vitro de diferenciacion neuroendocrina con células PC-3 cultivadas en
presencia de suero durante 6 dias y sobre este modelo se analizé el efecto del
cannabinoide WIN.

En primera instancia, se midieron los niveles de marcadores neuroendocrinos
NSE, Bl Tub, AR y PSA en células PC-3, al igual que en el modelo in vitro con células
LNCaP. Tal y como se observa en la figura 62, las células PC-3 expresan altos niveles de
NSE y Bl Tub, similares a las células NE. Por su parte, los niveles de AR y PSA son
mucho mas bajos que en las células NE. Adicionalmente, se midié el nivel de IL-6 en
células PC-3, observandose que sus niveles son superiores a los de las células LNCaP y
NE (Figura 63).

En segundo lugar, se establecid el efecto de WIN sobre la viabilidad de las
células PC-3 in vitro. Como se observa en la figura 64, en rangos de dosis micro molar
el cannabinoide WIN fue capaz de disminuir el nUmero de células vivas en cultivo y el
tratamiento con los agonistas inversos SR1 y SR2, solos o en combinacion, no afecté al
efecto de WIN. Asimismo, al igual que en las células LNCaP, se evalud el efecto de WIN
sobre la expresion de los marcadores neuroendocrinos NSE y BlIl Tub. Para ello se
incubaron las células PC-3 durante 6 dias con WIN 3 uM y dicho tratamiento fue capaz
de disminuir los niveles de ambos marcadores, aunque el efecto fue mas acusado en el
caso de BIIl Tub (Figura 65).

Para validar el efecto de WIN observado sobre la viabilidad celular in vitro, en
tercer lugar, se realizd un estudio in vivo, generando tumores xendgrafos en ratones
inmunodeprimidos y tratdndolos peritumoralmente durante 15 dias con una dosis de
0,5 mg/kg de WIN. En la figura 66A y 66B se observa que los tumores tratados con
WIN crecieron mas lentamente y que el tamafio del tumor al final del tratamiento fue
considerablemente menor que los tumores que recibieron el tratamiento con vehiculo.
A su vez, el anadlisis del nivel de los marcadores neuroendocrinos NSE y BllIl Tub
demostrd una disminucion en todos los tumores tratados con WIN.
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Figura 62. Niveles de marcadores neuroendocrinos en células PC-3. Las células LNCaP (control,
C), las células neuroendocrinas (NE) y las células PC-3 se sembraron y se cultivaron tal y como se
describe en Materiales y Métodos. Niveles de enolasa especifica de neuronas (NSE), BllI-tubulina (Bl
Tub), receptor de andrégenos (AR), antigeno prostatico especifico (PSA) y GAPDH (utilizado como
control de carga) medidos mediante Western blot. Los resultados mostrados corresponden a la media
D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05 con respecto al control).

80 -
*
_ 60 -
€
%
e 40 -~
©
|
= 20 - *
0 -
C NE PC-3

Figura 63. Niveles de IL-6 en células PC-3. Las células LNCaP, células neuroendocrinas (NE) y
células PC-3 se sembraron y se cultivaron tal y como se describe en Materiales y Métodos. Niveles de IL-
6 medidos mediante ensayo ELISA en sobrenadantes obtenidos de células LNCaP (control, C), células
neuroendocrinas (NE) y células PC-3. Los resultados mostrados corresponden a la media + D.E. de tres
experimentos independientes realizados por triplicado (*p<0,05 con respecto al control).
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Figura 64. Efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre la viabilidad de células PC-3. Las
células PC-3 se trataron con dosis crecientes de WIN durante 48 horas y la viabilidad celular se midi6
mediante ensayo de MTT. En los casos indicados, las células fueron pretratadas durante dos horas con
1uM del agonista inverso SR141716A (SR1), SR144528 (SR2) o con la combinacién de ambos. El
tratamiento 0 UM (solo vehiculo) se considerd el 100% de células vivas y los valores obtenidos en los
diferentes tratamientos fueron referidos a este dato. Los resultados mostrados corresponden a la media
+ D.E. de tres experimentos independientes realizados por triplicado (*p<0,05 con respecto al control 0
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Figura 65. Efecto del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) sobre la expresion de marcadores
neuroendocrinos en células PC-3. Las células PC-3 se sembraron tal y como se describe en Materiales y
Meétodos. Niveles de enolasa especifica de neuronas (NSE), Blll-tubulina (BIll Tub) y GAPDH (utilizado
como control de carga) medidos mediante Western blot. En los casos indicados, las células fueron
pretratadas durante dos horas con 1uM de la combinacién de los agonistas inversos SR141716A (SR1) y
SR144528 (SR2) y durante 6 dias con WIN 3uM. Los resultados mostrados corresponden a la media +
D.E. de tres experimentos independientes (*p<0,05 con respecto al control).
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Figura 66. Efecto de WIN 55,212-2 (WIN) sobre el crecimiento de tumores de células PC-3. Se
inyectaron subcutaneamente ratones atimicos con células PC-3 tal y como se describe en Materiales y
Meétodos. Los tumores recibieron tratamiento peritumoral de 15 dias con vehiculo (Vhc) o con 0,5mg/Kg
de WIN y se midieron diariamente. A. Crecimiento de los tumores en funcion del tiempo. El dia 1 se
considerd el 100% del volumen vy los valores estan referidos a este dato. Los datos representan la media
de 4 ratones por grupo = C.V. B. Fotografia representativa del tamafio de los tumores al final del
tratamiento segun las condiciones de A. C. Niveles de enolasa especifica de neuronas (NSE), Blll-tubulina
(Bl Tub) y GAPDH (utilizado como control de carga) medidos mediante Western blot en tumores
diseccionados [M1, M2, M3, M4 ratones tratados con vehiculo (Vhc); M5, M6, M7, M8 ratones tratados
con WIN)].
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Discusion

El cancer de préstata es la segunda neoplasia maligna mds comudn en la
poblacidn masculina occidental y la segunda causa de muerte relacionada con cancer,
después del cancer de pulmén (DeSantis et al. 2014; Quon et al. 2011; Ferlay et al.
2015).

A pesar de que existe terapia altamente efectiva y en la mayoria de los casos
curativa para el CP localizado, las opciones terapéuticas para el CP avanzado o en fase
de metastasis siguen siendo limitadas y paliativas. La terapia de eliminaciéon de
andrdgenos por castracién quirdrgica o quimica es efectiva para el tratamiento de la
enfermedad avanzada con hasta un 80% de respuesta inicial, pero la progresion hacia
un cancer de proéstata resistente a la castracién (CPCR) ocurre muchas veces en
tratamientos superiores a los 24 meses (DeSantis et al. 2014).

La terapia de eliminacién de andrégenos (ADT) induce apoptosis en las células
cancerigenas, pero a pesar de que la respuesta inicialmente es alta, se produce
remision debido a que hay células cancerigenas que sobreviven adquiriendo un
fenotipo independiente de andrégenos. En el CP hay un aumento de la poblacion de
células neuroendocrinas (NE), fendmeno denominado diferenciacion neuroendocrina
(NED) y se ha propuesto que estas células juegan un papel en la progresiéon del CP y en
la aparicion de la resistencia a andrdogenos. Asi pues, se considera a la NED como una
respuesta adaptativa a la terapia hormonal, cuyo estatus aumenta en el cancer de
prostata resistente a castracion (Hirano et al. 2004; Beltran et al. 2011). Se considera,
en gran parte, que la NED aumenta conforme avanza la enfermedad y que su
incidencia se ve aumentada debido al uso clinico de potentes antiandréogenos (Wyatt
et al. 2016).

La progresion del CPRC asociada a la NED es compleja ya que involucra una
combinacion de variables como seleccion clonal y sobreexpresion de genes
antiapoptodticos y vias de crecimiento alternativas lo que supone que las células NE
adquieren la capacidad de sobrevivir en ausencia de andrdgenos. Es, por tanto, muy
importante para la mejora del tratamiento de pacientes con CP avanzado el
descubrimiento de nuevos biomarcadores que ayuden a discriminar entre estados mas
y menos agresivos y desarrollar tratamientos que posibiliten la intervencién en los
procesos celulares que subyacen a la progresion hacia el CPRC asociado a NED.

En esta tesis doctoral se han estudiado diferentes mecanismos moleculares que
intervienen en la NED del cancer de prdstata con el fin de encontrar nuevas dianas de
intervencién terapéutica que permitan frenar este proceso.
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1. Modelo celular de diferenciacion neuroendocrina vy
crecimiento celular.

La capacidad de las células de cancer de prdstata de sufrir diferenciacién
neuroendocrina ha sido extensamente descrita en la bibliografia en los Gltimos anos.
Este proceso de transdiferenciacién ha sido relacionado con diversas condiciones en el
microambiente o con las condiciones de crecimiento en que se encuentran las células
tumorales prostaticas. Estd establecido que la NED de las células de CP puede surgir
como consecuencia de la ADT (Shen et al. 1997; Burchardt et al. 1999; Cox et al. 1999;
Wright et al. 2003), la terapia de radiacién ionizante (Deng et al. 2011), la terapia con
docetaxel por periodos prolongados (Hansson & Abrahamsson 2003; Hirano et al.
2004; Tang et al. 2009), el tratamiento prolongado con agentes adrenérgicos (Cox et
al. 1999) y la exposicion a factores que sean capaces de activar la cascada de
sefalizacién de interleuquina-6 (IL-6) (Xie et al. 2004; Vashchenko & Abrahamsson
2005; Lee et al. 2007).

Para el establecimiento de un modelo celular de diferenciacién neuroendocrina
de céncer de prostata se eligio, en primer lugar la linea celular LNCaP, representativa
de la fase de respuesta a los andrégenos de la enfermedad. Cuando las células LNCaP
se cultivan en un medio suplementado con suero bovino fetal tratado con carbdn
activado desarrollan una transdiferenciacion progresiva hacia un fenotipo
neuroendocrino in vitro y la NED obtenida por esta metodologia se asemeja a lo que
ocurre en los pacientes tras la terapia antiandrogénica. En estas condiciones las células
LNCaP exhiben caracteristicas fenotipicas de células neuronales, no muestran actividad
proliferativa, expresan multiples marcadores neuroendocrinos y no expresan receptor
de androgenos (AR) ni antigeno prostatico especifico (PSA). Cuando las células LNCaP
vuelven a cultivarse en medio con suero normal el proceso de NED se revierte (Shen et
al. 1997; Cox et al. 1999).

En nuestro trabajo experimental la NED se estableci6 mediante el cultivo de
células LNCaP en medio carente de suero bovino fetal a diferentes tiempos. Es de
remarcar, por tanto, que en estas condiciones se retiran todas las hormonas y factores
de crecimiento presentes en el suero. En nuestro modelo, las células LNCaP adquieren
un fenotipo caracteristicamente neuroendocrino a los 6 dias de cultivo sin suero, por
lo que se denominaron células neuroendocrinas (NE) al llegar a este punto. Pese a que
los carcinomas prostaticos con marcadas caracteristicas neuroendocrinas tienden a ser
pobremente diferenciados, mds agresivos y resistentes a la ADT, las células NE
neoplasicas no muestran evidencia de actividad proliferativa. En nuestro modelo
celular de NED, a los 6 dias de retirada de suero, la densidad celular del cultivo es
significativamente menor que la que se observa en células cultivadas en presencia de
suero durante el mismo tiempo, comprobandose que las células NE dejan de crecer. La
falta de actividad proliferativa en las células NE tiene implicaciones terapéuticas,
debido a que los agentes citotéxicos y la terapia de radiacion afectan
predominantemente a células cancerigenas que mantienen un ciclo celular activo, por
lo que la aparicion de células NE supone un mecanismo de resistencia a la terapia
(Bonkhoff et al. 1995; Bonkhoff 1998). Estd muy bien establecido que las células NE en
el CP producen una variedad de factores de crecimiento y hormonas peptidicas que
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mediante mecanismos paracrinos pueden promover la proliferacién de las células
tumorales adyacentes en condiciones de privacion de andrégenos (Abrahamsson
1999). Algunos de estos productos de secrecion se consideran marcadores
neuroendocrinos y sus niveles en sangre se utilizan para la monitorizacion de pacientes
con CPRC. Entre ellos se encuentran la enolasa especifica de neuronas (NSE) y BllI-
tubulina (BI1l Tub). En nuestro modelo ambos marcadores neuroendocrinos mostraron
un aumento significativo a los 6 dias de retirada de suero. Como se comenté en la
introduccion, las células NE del CP no expresan AR ni PSA y esta caracteristica es
reproducible en nuestro modelo celular de NED. En la figura 67 se resumen los
cambios producidos en las células LNCaP cuando sufren NED mediante eliminacion de
andrégenos.

Las caracteristicas fenotipicas y genotipicas hasta aqui citadas, al igual que en
otras variantes de modelos in vitro de NED, son reversibles. Es decir, la reposicion de
suero al medio de cultivo permite que las células retornen a su estado morfoldgico
inicial, que expresen niveles basales de NSE, BlIl Tub, AR y PSA y que recuperen su
capacidad proliferativa. En nuestras condiciones experimentales ha sido posible
observar la reversibilidad del proceso de NED, con el restablecimiento de las
caracteristicas fenotipicas, de crecimiento celular y de los niveles de marcadores NE,
cuando las células NE son cultivadas nuevamente en medio suplementado con suero.

En nuestro modelo celular de NED, las células NE muestran niveles de IL-6 mas
elevados que los de las células LNCaP, tanto a nivel de ARNm como de proteina. En
suero de pacientes con cancer de prdstata avanzado los niveles de IL-6 son elevados
(Adler et al. 1999; Drachenberg et al. 1999; Shariat et al. 2001) y los niveles de IL-6 y de
su receptor son mas elevados en células de CP que en células normales (Giri et al.
2001). En conjunto, estos resultados evidencian que IL-6 podria utilizarse como un
marcador neuroendocrino adicional a los clasicamente utilizados NSE y lIl Tub,
asociado con la NED de las células LNCaP.

Numerosos estudios realizados en muestras obtenidas de pacientes con cancer
de prostata que han recibido un tratamiento antiandrogénico prolongado, han
demostrado un aumento en el nimero de células NE. De estos resultados se
desprende el postulado de que la ADT induce NED de células de CP (Ito et al. 2001;
Ismail A et al. 2002; Hirano et al. 2004). Para la reproduccién de estos hallazgos
encontrados en especimenes clinicos, se han desarrollado modelos in vitro e in vivo.
Los modelos in vitro ofrecen diferentes estrategias para el establecimiento de NED en
cultivos celulares, siendo la retirada de andrégenos del medio de cultivo la mas
utilizada. Esta estrategia también se ha utilizado en modelos in vivo, generando
tumores xendgrafos en ratones castrados o tratados con agentes antiandrogénicos y
en todos ellos se ha observado un claro aumento de diferentes marcadores
neuroendocrinos (Jongsma et al. 1999; Jongsma et al. 2000; Burchardt et al. 1999;
Kaplan-Lefko et al. 2003; Huss et al. 2004). En nuestro caso, para el estudio de los
efectos de las células NE sobre el crecimiento y capacidad tumoral de células
resistentes a andrégenos se realizaron dos estrategias. Por un lado, se analizé el efecto
de la presencia de células NE en el cultivo de células PC-3 (co-cultivo), y por otro, la
adicion de sobrenadantes obtenidos de cultivos de células NE a cultivos de células PC-
3. El co-cultivo de células PC-3 con células NE indujo un incremento de la viabilidad
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Figura 67. La diferenciacion neuroendocrina (NED) de células de cancer de prdstata
LNCaP obtenida mediante la eliminacion de suero del medio de cultivo (ADT) induce activacion de la
via PI3K/Akt/mTOR, inhibicion de la quinasa dependiente de AMP (AMPK) y activacién de la
autofagia.

118



Discusion

celular con respecto al co-cultivo de células PC-3 con células LNCaP, lo que indica un
aumento de la proliferacion. Por su parte, el efecto de los sobrenadantes de células NE
sobre las células PC-3 también generd un aumento en la viabilidad celular de las
células PC-3. Las condiciones de co-cultivo in vitro fueron reproducidas en un modelo
animal, y en linea con lo obtenido en los modelos celulares, se observd que la
presencia de células NE en tumores de células PC-3 hace que estos crezcan mas de
prisa que aquellos que solo se generaron por la inyeccién subcutdnea de células PC-3y
LNCaP. Todos estos resultados obtenidos permiten establecer que nuestro modelo
celular de NED de células LNCaP por retirada de suero, es un modelo experimental que
sirve para demostrar la capacidad proliferativa y tumoral in vitro e in vivo, de las
células NE.

En otro modelo de diferenciacion neuroendocrina, utilizando células PC-3
cultivadas en presencia de suero durante 6 dias, también se demostraron las
caracteristcas de este fendmeno. Los resultados obtenidos demuestran que las células
PC-3, representativas de las etapas mads avanzadas y agresivas de la enfermedad,
también exhiben niveles altos de marcadores neuroendocrinos NSE y BlIl Tub y niveles
bajos AR y PSA, mas aun que los que exhiben la células NE. Estas células también
expresan IL-6, en niveles muy por encima que los observados en las células NE. Asi, por
lo tanto, la células PC-3 también son un buen modelo experimental para el estudio de
la NED en el CP.

2. Estudio de la senalizacion celular en la diferenciacion
neuroendocrina de las células de cancer de prostata LNCaP.

2.1. Papel de la via de sefializacion PI3K/Akt.

La via de sefializacion PI3K/Akt posee la funcion de regular el crecimiento y
proliferacion celular, entre otras. En numerosos canceres esta via sufre una
desregulacion debido a mutaciones, amplificaciéon o delecién génica, metilaciéon o
modificaciones postranscripcionales; siendo de gran importancia en la regulacion de la
transformacion, apoptosis, progresion y metastasis tumoral (Murillo et al. 2001; Ni et
al. 2013; Edlind & Hsieh 2014; Fruman & Rommel 2014; Thorpe et al. 2015). En las
células tumorales prostaticas, el eje PI3K/Akt/mTOR esta sobre activado,
generalmente por mutacién en PTEN. Ademads, esta via ha sido implicada en la
carcinogénesis del cdncer de prostata debido a multiples interconexiones entre PI3K y
el receptor de andrégenos (AR). Se ha demostrado que durante la terapia de
eliminacion de andrégenos la inhibicion de la via de sefializacién activada por el AR es
uno de los estimulos capaces de inducir activacién de la via PI3K/Akt. En concordancia
con este dato, recientemente se ha demostrado que el AR regula negativamente a
PI3K | mediante inhibicidon de la subunidad reguladora p85a (Edlind & Hsieh 2014;
Munkley et al. 2015). Los resultados obtenidos en este trabajo estan en linea con estas
evidencias, ya que en nuestro modelo celular de NED se observa un aumento en la
fosforilacién de Akt en la serina 473 y en su diana, S6, conjuntamente con el aumento
de los marcadores neuroendocrinos NSE y Blll Tub. Resultados similares a los nuestros
publicados por Qi y colaboradores indican que la retirada de andrégenos incrementa
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los niveles de fosforilacion de Akt en la serina 473 y treonina 308 en células LNCaP (Qi
et al. 2015). La importancia de la via PI3K/Akt en la NED de las células LNCaP ha sido
demostrada previamente por otros grupos de investigacidn utilizando otros estimulos
,ademas de la retirada de andrdégenos, como el tratamiento prolongado con IL-6 o Ia
utilizacion de agentes que elevan los niveles de AMPc intracelular (Murillo et al. 2001;
Gutiérrez-Canas et al. 2005; Martin-Orozco et al. 2007; Cortés et al. 2012; Zhu et al.
2014). Todos estos resultados, al igual que los obtenidos en esta tesis doctoral, indican
que la activacién de la cascada PI3K/Akt es un mecanismo general asociado con la NED
de las células de cancer de préstata, al menos in vitro. Por su parte, la utilizacién de
inhibidores de la via PI3K/Akt/mTOR pone en evidencia que, al igual que en otros
trabajos, la actividad de la via es fundamental para el desarrollo de la NED en células
de céncer de prostata LNCaP ya que su inhibicion impide el desarrollo de este
fendmeno (Figura 68).

2.2. Papel de la quinasa dependiente de AMP.

La via de sefalizacion de la quinasa dependiente de AMP (AMPK) fue
originalmente caracterizada dentro de una cascada de sefializacién inhibidora de
tumores, aunque en realidad AMPK juega un papel bastante mas complejo y no es
posible simplemente definirla como oncogénica o antioncogénica (Zadra et al. 2015;
Kim 2015).

El papel de AMPK en cancer estd siendo desvelado mediante la aplicacién de
aproximaciones experimentales complementarias, tales como el silenciamiento génico,
regulacion farmacoldgica de su actividad o empleo de mutantes en diferentes modelos
experimentales. Faubert y colaboradores han descrito que AMPK regula
negativamente el efecto Warburg y ademas, la mutacién del gen de AMPKa1, Unica
subunidad expresada en linfocitos B, acelera el desarrollo de linfomas en ratones
transgénicos que sobreexpresan c-Myc, sugiriendo que la pérdida de AMPK podria
cooperar con la tumorogénesis de manera especifica de tejido (Faubert et al. 2013).
Por otra parte, AMPK ejerce un efecto supresor de tumores mediante la inhibicién del
complejo mTORC1 y de la sintesis de acidos grasos, requeridas para la progresion del
ciclo celular y la sintesis de membranas, respectivamente (Gwinn et al. 2008;
Shackelford & Shaw 2009; Scaglia et al. 2014). Otro mecanismo, a favor del
comportamiento de AMPK como supresor de tumores, ha sido descrito por Shen vy
colaboradores, demostrando que la fosforilacién dependiente de AMPK del oncogen
BRAF conduce a la supresion de la cascada MEK-ERK y la consecuente disrupcion del
efecto de la misma sobre la proliferacion y progresion del ciclo celular (Shen et al.
2013). Se ha observado también, que el eje LKB1/ AMPK esta inhibido en células de
melanoma lo que favoreceria la actividad del oncogén BRAF®*®* involucrado en la
tumorogénesis. En cancer de mama y prostata se ha descrito que AMPK actia como
supresor de tumores bloqueando el desarrollo de la transicidn epitelio-mesénquima,
proceso relacionado con la invasion y metastasis tumoral (Chou et al. 2014). Por otro
lado, en tumores de rifidn deficientes de fumarato-hidratasa los niveles de AMPK estan
disminuidos (Tong et al. 2011); en tumores de cdncer de mama el aumento de
expresion de citocromo P450-1A1, el mayoritario en este tipo de cancer, se produce en
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parte por la disminucién de AMPK (Rodriguez & Potter 2013); y en algunos tipos de
carcinoma hepatocelular se observa una expresién reducida de AMPKa2 que hace a
las células mas tumorogénicas (Lee et al. 2012). Toda esta informacién, analizada en
conjunto, pone en evidencia que AMPK ejerce un papel supresor de tumores en el
marco de un contexto genético, metabdlico y de senalizacion celular especifico.

Poco se sabe acerca de la expresidn y la activad de AMPK en CP, y los resultados
obtenidos en relaciéon a estas cuestiones son contradictorios. Zadra y colaboradores
demostraron que el aumento en la sintesis de novo de lipidos en el CP esta asociada
con una disminucion de la actividad de AMPK y la activacién farmacoldgica de AMPK
bloquea la lipogénesis e inhibe el crecimiento de células de CP in vitro e in vivo (Zadra
et al. 2010). En otro sentido, los hallazgos de Park y colaboradores demostraron que en
un 40% de las muestras clinicas de CP que analizaron hay una elevaciéon de la
fosforilacién de ACC, medida indirecta de la actividad elevada de AMPK (Park et al.
2009). El estudio realizado por Frigo y colaboradores demostré que los andrdégenos
aumentan la expresidon y funcionalidad de CaMKKPB en células de CP lo que
desencadena un aumento en la actividad de AMPK; el bloqueo del eje CaMKK[3/AMPK
produce inhibicion de la migracion e invasién mediada por el AR (Frigo et al. 2011).
Este mismo grupo de investigacion amplid estos estudios y, mediante una
aproximacion metaboldmica, demostré que el tratamiento con andrégenos aumenta la
tasa de oxidacion de glucosa, de dacidos grasos y con ello el crecimiento celular
mediante un mecanismo dependiente de AMPK y del coactivador 1o de PPARy (PGC-
la) (Tennakoon et al. 2015). En concordancia con los resultados de Frigo y
colaboradores el estudio gendmico realizado por Massie y colaboradores ha
demostrado que CaMKK[ juega un papel regulador esencial en los procesos anabdlicos
y de crecimiento tumoral, desencadenados por el AR (Massie et al. 2011).

Nuestros resultados son los primeros datos en relacién con el estado de AMPK
en la NED de las células LNCaP. La actividad de AMPK esta disminuida en las células NE,
y esto se refleja en los bajos niveles de fosforilacion de ACC (Morell et al. 2016a).
Previamente a nuestro trabajo, se ha documentado que el tratamiento con
metformina, farmaco utilizado en el tratamiento de la diabetes tipo Il, induce una
activacion de AMPK en tumores neuroendocrinos del sistema gastro-entero-
pancredtico, observdandose, que la supervivencia de los pacientes tratados con
metformina es dos veces superior a la observada en los grupos controles (Vlotides et
al. 2014; Burney et al. 2014). En linea con estos resultados, nuestros hallazgos
muestran que la inhibicién de AMPK se revierte con el tratamiento con AICAR, un
activador farmacoldgico sintético de AMPK. La activacion de AMPK con AICAR impide
la NED de las células LNCaP (Morell et al. 2016a) (Figura 68).

La inhibicion de AMPK observada en nuestro modelo celular de NED es
dependiente de la activaciéon de Akt, ya que la inhibicién farmacoldgica de la via
PI3K/Akt/mTOR induce una activacion de AMPK y esto impide la diferenciacion
neuroendocrina de las células LNCaP. Este resultado estd en concordancia con los
datos publicados por Horman y colaboradores, que demostraron que la proteina Akt
fosforila AMPK en serina 485, reduciendo su activacion mediante LKB1, lo cual tiene
una importante connotacién en tumores en los cuales se da hiperactivacion de Akt por
mutaciones con pérdida de funcién de PTEN o mutaciones activadoras de PI3K como es
el caso del cancer de préstata (Horman et al. 2006). Por otro lado, los resultados
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obtenidos recientemente por Lin y colaboradores demostraron que la activaciéon de
Akt en basofilos podria inhibir rapidamente la activacion de AMPK a través de la
fosforilaciéon inhibitoria a nivel de serina 485/491 y estar acompafiado de una
reduccion de la fosforilacion de ACC (Lin et al. 2016). Adicionalmente, Kim vy
colaboradores han observado en neuronas corticales que el tratamiento crénico con
insulina activa Akt que a su vez ejerce una fosforilacion inhibitoria sobre AMPK (Kim et
al. 2015). Pese a que en nuestro trabajo no hemos medido los niveles de fosforilacién
de AMPK en serina 485/491, nuestros resultados muestran que la inhibicion de la via
PI3K/Akt, impide la inhibicién de AMPK en las células NE, proveyendo una conexién
entre la sefalizacion mediada por Akt y AMPK durante la NED de las células LNCaP.

3. Estudio de la autofagia en la diferenciacion neuroendocrina
de células de cancer de prostata LNCaP.

El papel que la autofagia tiene en el cancer es complejo, ya que se sabe que
desempefia funciones tanto en la prevencién del desarrollo de la enfermedad como en
el desarrollo de la resistencia al tratamiento. Las vias que regulan la autofagia se
superponen estrechamente con las que regulan la tumorogénesis. Varios oncogenes
comunmente activados durante el proceso tumoral, como por ejemplo aquellos que
codifican a PI3K de clase |, Akt, mTOR y Bcl-2, inhiben el proceso autofagico. Por otro
lado, varios genes supresores de tumores que estimulan el proceso autofagico, se
encuentran mutados o silenciados epigenéticamente, como por ejemplo aquellos que
codifican a PTEN, quinasas DAP y TSC1/TSC2 (Botti et al. 2006; Todde et al. 2009;
Galluzzi et al. 2015).

El cancer fue una de las primeras enfermedades en la que se establecid una
relacion entre defectos genéticos y alteracion de la funcién autofagica (Mizushima et
al. 2008). Por ejemplo, el gen de la proteina beclina-1 sufre una delecién monoalélica
en un 40-75% de los canceres de mama, ovario y prostata (Liang et al. 1999). Este
hecho, probablemente, es importante desde el punto de vista del proceso de
tumorogénesis, debido a que se ha observado que los ratones con interrupcion
heterozigota de beclina-1 tienen disminuida la actividad autofagica y son capaces de
desarrollar tumores espontdneamente (Qu et al. 2003; Yue et al. 2003). Evidencia
adicional con respecto a la conexiéon entre defectos genéticos en la ejecucién o
regulacién de la autofagia y el cdncer se ha obtenido en diversos estudios en los que se
sugiere que la autofagia podria actuar como un mecanismo supresor de tumores
(Mathew et al. 2007; Takahashi et al. 2007; Marifio et al. 2007). Sin embargo los
mecanismos a través de los cuales esta funcion supresora de tumores es llevada a cabo
estan aun por ser determinados.

Las células de cdncer de préstata son capaces de escapar a los efectos de la
terapia antiandrogénica, mediante varios mecanismos. En los ultimos afios se ha
propuesto que la autofagia podria suponer una via adicional de supervivencia para
evadir el efecto de la retirada de andrégenos durante la ADT (Ziparo et al. 2013;
Farrow et al. 2015). El receptor de andrégenos es un mediador clave en la regulacidn
de la autofagia y se ha demostrado que su inhibicién induce autofagia en células de CP.
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Asi, la inhibicion del AR con enzalutamida produce un flujo autofagico significativo en
modelos de cancer de préstata in vitro e in vivo (Nguyen et al. 2014). Esta informacion,
en conjunto, sugiere que la ADT y, mas aun, la inhibicién del AR pueden directamente
promover procesos de autofagia que contribuyen a establecer un mecanismo de
resistencia a la ADT en CP. Dalby y colaboradores han demostrado en células
epiteliales de CP que la autofagia podria ser un mecanismo a través del cual estas
células cancerigenas contrarrestan el estrés del microambiente tumoral y por lo tanto
este proceso representaria un mecanismo promotor de tumores en cancer de prostata
(Dalby et al. 2010).

Se ha demostrado que el bloqueo de la autofagia sensibiliza a las células de
cancer de préstata a la accién de inhibidores de la quinasa Src (Kung 2011). El complejo
de la quinasa Src fosforila al AR, resultando en su translocacién al nucleo y activacién
independiente de andrégenos (Guo et al. 2006), con lo cual este complejo tiene un
importante papel en el desarrollo de la resistencia a la ADT. Si bien los inhibidores de la
guinasa Src son capaces de bloquear el crecimiento independiente de andrégenos en
células de céncer de prdstata, no inducen apoptosis significativa; sin embargo el
bloqueo de autofagia junto con el tratamiento con inhibidores de la quinasa Src
potencia significativamente el efecto apoptético de estos ultimos (Wu et al. 2010).
Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la capsaicina, el componente
picante de los pimientos rojos, es capaz de inducir muerte de células de cancer de
prostata LNCaP y PC-3 mediante el bloqueo de la autofagia (Ramos-Torres et al. 2016).
La inhibicion de la autofagia puede resultar una estrategia terapéutica para
contrarrestar la resistencia a la quimioterapia y radioterapia del cancer de prdstata
(Kumano et al. 2012; Yu et al. 2012; Bristol et al. 2013; Lamoureux et al. 2013;
Lamoureux & Zoubeidi 2013). Sin embargo, en células de cancer de prostata
independientes de andrdgenos, se ha visto que la induccion de autofagia hace mas
sensibles a las células a los estimulos apoptéticos (Chen et al. 2012; Tai et al. 2012) y a
la radiacién (He et al. 2012).

Los resultados de nuestro trabajo experimental han permitido establecer que
durante la NED de las células LNCaP se activa la autofagia. En nuestras condiciones
experimentales, similares en parte a las que se establecen durante la ADT, se observa
un incremento significativo de la expresiéon de las proteinas LC3 y Atg5 en células NE.
Estos hallazgos se acompafiaron de un aumento del flujo autofagico asociado con una
disminucién de los niveles de proteina p62 (Morell et al. 2016b). La inhibicién de la
autofagia en nuestro modelo de NED mostré diferentes efectos. Por un lado, el
tratamiento durante 6 dias con el inhibidor bafilomicina A1 no impidié el aumento de
los marcadores neuroendocrinos NSE y BlIl Tub. Sin embargo el silenciamiento génico
de Atg5 disminuyé el nivel de ambos marcadores neuroendocrinos. Mds auln, la
utilizacion del inhibidor de autofagia 3-MA y de los inhibidores de la via
PI3K/Akt/mTOR, LY294002 y Akt inh IV, fueron capaces de impedir la NED de las
células LNCaP mediante un bloqueo del flujo autofagico. El tratamiento con
rapamicina, por su parte, impidié el aumento de los marcadores neuroendocrinos,
aunque no mostré efecto sobre la autofagia. Este efecto limitado de rapamicina ha
sido descrito por Balakumaran y colaboradores y podria deberse, entre otros factores,
a que las células de cancer de préstata sobreexpresan el gen MYC, cuyo efecto final
conduce a una pérdida de sensibiliad a la rapamicina que se traduce en menor
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capacidad para inhibir mTOR (Balakumaran et al. 2009). Por otro lado, la activacion de
AMPK con AICAR produjo un bloqueo de la autofagia en las células NE y una
disminucién del marcador neuroendocrino BlIl Tub. En la figura 68 se recogen el efecto
de la inhibicién de la autofagia y de las vias PI3K/Akt/mTOR y AMPK sobre la NED de
las células LNCaP. La importancia de la via PI3K/Akt/mTOR y de AMPK en la regulacién
de la autofagia esta bien establecida. Kim y colaboradores han demostrado que estas
dos vias de sefalizacion convergen en el complejo ULK1, quinasa iniciadora de la
autofagia (Kim et al. 2011b). Durante periodos de carencia de nutrientes se produce
una inhibicion de mTORC1 y una activacion de AMPK que permiten que la autofagia se
active. Sorprendentemente, en nuestras condiciones experimentales, observamos que
la autofagia es un proceso activo en las células NE junto con la activacién de la via
PI3K/Akt/mTOR vy la actividad reducida AMPK. Esta aparente contradiccidn se puede
explicar teniendo en cuenta que la regulacién de la autofagia a través de estas vias de
sefalizacién es dindmica y especialmente importante en tratamientos prolongados
(Dunlop & Tee 2014). En presencia de niveles adecuados de nutrientes, mMTORC1 inhibe
a ULK1 mediante dos mecanismos: fosforilando la ser 757, lo que impide su interaccién
con AMPK, e inhibiendo la ubiquitinacién en la lys 63 lo que impide que se
autofosforile y autoactive. Sin embargo, un nivel basal minimo de autofagia persiste
para permitir a la célula catabolizar organulos dafiados, proteinas mal plegadas o
agregados moleculares. Por otro lado, cuando los nutrientes y los niveles energéticos
celulares descienden, AMPK inhibe el complejo mTORC1 y, mediante fosforilacidn,
activa ULK1. A su vez, ULK1 puede fosforilar e inhibir a AMPK, lo que asegura que la
ruta de autofagia no esté constitutivamente activa, lo que iria en detrimento de la
célula. Seria interesante evaluar el estado de fosforilacion de ULK1 en las células NE
para saber si la actividad residual de AMPK es suficiente para activar ULK1 y la
autofagia en las células NE. Por otro lado, en situaciones de carencia prolongada de
nutrientes se requiere de la reactivacion de mTOR para la degradaciéon de los
autolisosomas vy el reciclado de componentes celulares (Yu et al. 2010). De hecho, en
las células NE de nuestro modelo experimental, la ausencia de suero durante 6 dias no
produce una disminucién significativa de la actividad mTOR, puesto que Akt y S6
tienen niveles de actividad elevados.
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Figura 68. La inhibicién de la via PI3K/Akt/mTOR y la activacién de la quinasa dependiente de
AMP (AMPK) producen un bloqueo de la autofagia e impiden la diferenciacion neuroendocrina (NED)
de las células de cancer de préstata LNCaP. La inhibicion de la autofagia y el silenciamiento génico de
LAMP2 impiden la NED de las células LNCaP.
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Otro aspecto importante en la regulacion de la autofagia por la ruta de
sefalizacion de PI3K/Akt/mTOR es la localizacién subcelular de Akt, la cual viene
determinada por el contenido en PIP; y PIP de la membrana plasmatica y del
autofagosoma/lisosoma, respectivamente. En respuesta a factores de crecimiento, la
PI3K | produce PIP; en la membrana plasmatica, lo que produce la translocacion y
activacion de Akt e inhibicion de la autofagia. Por el contrario, si es PI3K Il la que se
activa, se produce un aumento de PIP en la membrana del autofagosoma/lisosoma
gue conduce a la translocacién de Akt al lisosoma donde activa la autofagia (Matsuda-
Lennikov et al. 2014). Seria interesante determinar la localizacién subcelular de Akt en
las células NE, porque permitiria explicar la activacion simultanea de la via
PI3K/Akt/mTOR y de la autofagia.

Nuestros resultados muestran que durante la NED de las células LNCaP se
produce un aumento en la expresién de la proteina LAMP2. Para evidenciar el papel de
esta proteina se silencid su expresién génica y se observd que se producia una
disminucién de los niveles de marcadores neuroendocrinos y un bloqueo de la
autofagia. Por lo tanto, consideramos que LAMP2 podria utilizarse como un marcador
neuroendocrino adicional a los clasicamente utilizados NSE y BllIl Tub, asociado con la
NED de las células LNCaP (Morell et al. 2016b).

LAMP2 juega un papel critico en el proceso de fusién entre el autofagosoma vy el
lisosoma. En células que tienen disminuida la expresion de LAMP2, o en ratones en los
gue se elimina la expresion de LAMP2 se observa la acumulacién de vesiculas
autofagicas (Tanaka et al. 2000). En tumores de mama, la sobreexpresiéon de LAMP2
conduce a la activaciéon de CMA y esto lleva a un aumento de la supervivencia celular
(Saha 2012). Kon y colaboradores han demostrado que la sobreexpresion de LAMP2A 'y
la activacion de la CMA se produce en 40 tipos diferentes de canceres humanos en
comparacion con tejidos normales, y que el bloqueo de la CMA induce una reduccion
de la capacidad metastasica de las células de cancer de pulmén (Kon et al. 2011).

Los datos obtenidos en esta tesis doctoral en relacion con LAMP2 son los
primeros que ponen en evidencia que esta proteina podria jugar un papel importante
en el desarrollo de la NED en células LNCaP. Una de las posibles funciones que LAMP2
podria desempefiar en las células NE seria la de favorecer la actividad autofagica
observada en estas células. En este sentido cabe destacar que las células han
desarrollado un sensor de nutrientes localizado en el lisosoma. Este sensor, constituido
por el complejo proteico LAMTOR (late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and
mTOR activator), las proteinas G lisosomales Rag y la bomba de H* V-ATPasa, puede
interaccionar tanto con el complejo mTORC1 como con AMPK en funcién del
contenido celular de nutrientes. Este complejo lisosomal conecta la autofagia con la
sefializacion de mTORC1 o AMPK y con el estatus nutricional de la célula (Zhang et al.
2014). Seria muy interesante estudiar el papel de este sensor de nutrientes en nuestro
modelo de NED y su relacion con la expresiéon de LAMP2 en las células NE. Por otra
parte, LAMP2 podria ser un intermediario clave en la adaptacién a la acidosis tumoral y
en este sentido Damaghi y colaboradores lo proponen como una interesante vy
novedosa diana terapéutica (Damaghi et al. 2015). Es de destacar que en ratones
TRAMP, un modelo animal de cancer de prdstata que desarrolla NED, la administracién
sistemadtica de bicarbonato de sodio inhibe la carcinogénesis. Ante esta evidencia,
creemos que seria interesante analizar los niveles de LAMP2 en tumores de cancer de
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prostata con caracteristicas neuroendocrinas para establecer su posible papel en Ila
progresion tumoral. Asi, el trabajo futuro sera evaluar el nivel de LAMP2 en los
tumores obtenidos en nuestro modelo in vivo con células PC-3 y con células PC-3 y
LNCaP.

En conjunto nuestros resultados ponen evidencia que la autofagia es un proceso
gue se activa como consecuencia de la retirada de suero del medio de cultivo, en el
que estan implicadas tanto la via PI3K/Akt/mTOR como la via de AMPK y la expresion
aumentada de LAMP2.

4. Niveles de receptores de cannabinoides CB1 y CB2 y papel de
WIN 55,212-2 (WIN) en la diferenciacion neuroendocrina de
células LNCaP.

4.1. Receptores CB1 y CB2.

El crecimiento celular descontrolado y su consecuente efecto sobre el
funcionamiento normal del ciclo celular y la maquinaria apotdtica son los responsables
del desarrollo de la mayoria de los canceres, entre ellos el cdncer de prostata. Asi, por
lo tanto, los farmacos que sean capaces de modular la apoptosis en funcién de las
distintas etapas en las que se encuentra la célula cancerigena son los que mas éxito
tendran en el manejo de la terapia aplicada en esta enfermedad. En relacién con este
concepto, hay una gran necesidad de descubrir nuevos agentes que promuevan la
apoptosis, ya que en el CP se observa una gran resistencia a este proceso. Dentro del
area de investigacion con cannabinoides, los hallazgos son sumamente interesantes y
prometedores en varios tipos de cdnceres, incluidos el CP.

Hasta el inicio de esta tesis doctoral no existia evidencia publicada en la
bibliografia cientifica del nivel de los receptores CB1 y CB2 en el cancer de prdstata
neuroendocrino, y hay escasa evidencia del efecto de los cannabinoides sobre la NED
de células LNCaP (De Petrocellis et al. 2013). La mayoria de los componentes del
sistema endocannabinoide se expresan en la glandula prostatica, cumpliendo en este
organo diversas funciones fisiolégicas (Sdnchez et al. 2003; Chung et al. 2009;
Tokanovic et al. 2007; Czifra et al. 2009; Gratzke et al. 2010). Se sabe que durante el
desarrollo del CP se produce una sobreexpresion de varios componentes del sistema
endocannabinoide, incluidos los receptores CB1 y CB2, lo que sugiere que el mismo
tiene un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis del tejido prostatico
normal y su desregulacion estd correlacionada con el grado de malignidad y la
progresion de la enfermedad. Sin embargo, nuestros resultados muestran una
disminucién acusada de los receptores CB1 y CB2 en la NED de las células LNCaP
(Morell et al. 2016a). Las células NE son células que se transforman y adquieren
caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas diferentes de las células cancerigenas
prostaticas, mostrando caracteristicas de tejido neuronal. Se ha observado que
durante la diferenciacién de las neuronas, se produce un cambio en el patrén de
expresion de los receptores CB1 y CB2 (Galve-Roperh et al. 2013). Por lo tanto, el
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intenso cambio en el nivel de ambos receptores en células NE, no es un hecho que
sorprenda, si se tiene en cuenta el cardcter neuronal de estas células. Asi pues,
consideramos que este cambio en los niveles de receptores CB1 y CB2 es una muestra
mas del proceso de diferenciacion neuroendocrina, y la disminucién demostrada de
ambos receptores en este trabajo podria utilizarse como marcador neuroendocrino al
igual que NSE y BlII Tub.

Los endocannabinoides a través de la estimulacion del receptor CB1 y algunos
hibridos sintéticos cannabinoides-vanillodides a través de la estimulacién del receptor
TRPV1, han demostrado capacidad de inhibir la proliferaciéon e inducir apoptosis en
células PC-3 (Melck et al. 2000; Sanchez et al. 2003; Mimeault et al. 2003; Fowler et al.
2010). Sin embargo, THC es capaz de producir apoptosis de estas células en un
mecanismo independiente de receptor (Ruiz et al. 1999). Por su parte, el receptor CB2
media el efecto apoptdtico de varios cannabinoides en células de carcinoma prostatico
(Sarfaraz et al. 2006; Olea-Herrero et al 2009a). El hecho de que las células NE
expresen niveles muy bajos de CB1 y CB2, hace pensar que el efecto antiproliferativo
mostrado por WIN es independiente de receptor. De hecho, los resultados de esta
tesis doctoral muestran que los antagonistas de los receptores no revierten el efecto
de dicho cannabinoide.

La clara disminucién ejercida por WIN sobre los marcadores neuroendocrinos
NSE y BlIl Tub, sobre la viabilidad celular y el aumento de los niveles de expresién del
receptor CB2, son un gran aliciente, teniendo en cuenta la capacidad para evadir los
efectos de la terapia que poseen las células NE. Mas aun, el efecto que WIN produce
sobre los niveles de expresion del receptor CB2 abre la posibilidad de utilizarlo en
combinacion con otros cannabinoides cuya afinidad sea especifica para CB2, como
JWH-015 o JWH-133, y asi mediante tratamientos sinérgicos mejorar el efecto
antiproliferativo ya observado con WIN.

4.2. Niveles de interleuquina-6.

A pesar de que el tratamiento con el cannabinoide WIN induce una disminucién
de los niveles de ARNm de IL-6 en células NE, el silenciamiento de IL-6 no impidié el
efecto de WIN sobre los niveles de marcadores neuroendocrinos. Asi, por lo tanto,
estos resultados permiten establecer que las células NE sintetizan y secretan IL-6 como
consecuencia del proceso de NED, aunque el efecto ejercido por el cannabiboide WIN
sobre estas células no estd mediado por IL-6.

En nuestro laboratorio se desarrollé otro modelo in vitro de NED que consiste en
el tratamiento de células LNCaP durante 6 dias con IL-6 humana recombinante a una
dosis de 20 ng/ml. En estas condiciones las células desarrollan las caracteristicas
fenotipicas neuroendocrinas, se establecen los niveles elevados de NSE y BlIl Tub y se
induce activacion de la via PI3K/Akt/mTOR. El tratamiento con el cannabinoide WIN
impide tanto esta activacion como el establecimiento de las caracteristicas
neuroendocrinas, de manera similar a cuando las células se cultivan en medio sin suero
durante 6 dias (Morell et al. 2016a). Con estos resultados se demuestra que el
tratamiento con IL-6 por tiempo prolongado es un modelo in vitro en el que también
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es posible observar el efecto del cannabinoide WIN sobre la diferenciacién
neuroendocrina de las células LNCaP.

A pesar de que el papel de IL-6 como inductor de NED en la células LNCaP esta
ampliamente estabelcido, los resultados mostrados en esta tesis doctoral indican que
el efecto estimulador de las células NE sobre las células PC-3 y el efecto inhibitorio de
WIN no estan mediados por IL-6. Estudios posteriores deberdn ser realizados para
establecer si el efecto de WIN sobre los niveles de IL-6 tiene algun papel en otras
acciones inducidas por las células NE.

4.3. Senalizacion celular.

En nuestro modelo celular de NED, WIN inhibe la via de sefializacion
PI3K/Akt/mTOR. El tratamiento con el cannabinoide WIN, se realizé desde el inicio de
la retirada de suero y el efecto inhibitorio sobre la fosforilacién de Akt es fuerte y
sostenido en el tiempo, ya que se observa a los 6 dias posteriores al inicio de la
retirada de suero (Morell et al. 2016a). Por esto se considera que el tratamiento con
este cannabinoide seria una herramienta terapéutica de gran utilidad en el
tratamiento del cdncer de prdstata neuroendocrino.

Previamente a esta tesis doctoral, nuestro grupo de investigacién establecié que
los cannabinoides THC y JWH-015 son capaces de producir su accion antitumoral
mediante la activacion de autofagia dependiente de AMPK (Vara et al. 2011). Asi, pues,
analizamos el efecto de la activacién de AMPK con el cannabinoide WIN en nuestras
condiciones experimentales. Esta activacion impidié la NED de las células LNCaP
(Morell et al. 2016a). El hallazgo de este efecto observado, nos permite proponer a
WIN como un activador de AMPK mediante el cual es posible impedir el desarrollo de
NED. En la figura 69 se propone el mecanismo de accién de WIN sobre la células NE.

Seria de gran interés, en subsiguientes trabajos de investigacidén, analizar el
estado de las vias de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR y AMPK en tumores de cancer de
préstata neuroendocrino.

4.4, Efecto antitumoral.

Los efectos obeservados en esta tesis doctoral sobre la viabilidad, los niveles de
marcadores neuroendocrinos y de receptores de cannabinoides demuestran que el
cannabinoide WIN ejerce un claro efecto antiproliferativo in vitro del cancer de
préstata neuroendocrino.

Los resultados obtenidos en relacidn al efecto antitumoral de WIN en modelos in
vivo estan en consonancia con los observados in vitro. El tratamiento peritumoral con
WIN es capaz de producir un ritmo de crecimiento tumoral inferior al de los tumores
gue solo reciben tratamiento con vehiculo. Este resultado es similar tanto en tumores
con presencia de células LNCaP como de células NE.

Para confirmar el efecto antitumoral de WIN en tumores con caracteristicas
neuroendocrinas, se utilizaron células PC-3, que se consideran una linea celular
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representativa del carcinoma prostatico neuroendocrino de células pequefias, un tipo
muy agresivo y poco frecuente de cancer de préstata (Tai et al. 2011). En este trabajo
se demuestra que WIN es capaz de disminuir la expresion de marcadores
neuroendocrinos NSE y BIIl Tub en células PC-3. Ademas, al igual que el efecto
observado con tumores mixtos de células PC-3+LNCaP y células PC-3+NE, en tumores
de células PC-3 solas, el cannabinoide WIN es capaz de disminuir el ritmo de
crecimiento. En tumores de células PC-3 tratados con WIN, se observa una disminucion
de NSE y BIII Tub. Estos datos estan recogidos en una publicacidn reciente de nuestro
grupo de investigacion (Morell et al. 2016a).

Por todo lo expuesto hasta aqui, consideramos que WIN podria suponer una
opcion terapéutica novedosa y adecuada para el tratamiento de tumores de céncer de
prostata con caracteristicas neuroendocrinas.

Serd parte del trabajo posterior estudiar los efectos que el cannabinoide WIN
pudiera ejercer sobre la autofagia y los niveles de expresién de la proteina LAMP2.
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Figura 69. Posible mecanismo de accion del cannabinoide WIN 55,212-2 (WIN) en la
diferenciacion neuroendocrina (NED) de células de cancer de prdstata LNCaP.
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1. La diferenciacion neuroendocrina (NED) de células de cancer de préstata LNCaP
obtenida mediante la retirada de suero del medio de cultivo, es un modelo in vitro
sencillo y robusto, que permite el estudio de las caracteristicas fenotipicas vy
genotipicas asociadas a este fendmeno.

2. Las células NE estimulan el crecimiento de otras células, ya que la presencia de
células NE en cultivos de células PC-3 ejerce un efecto estimulante sobre el
crecimiento de éstas in vitro. Ademas, los sobrenadantes obtenidos de células NE
ejercen un efecto estimulante sobre el crecimiento de células PC-3 in vitro. Por su
parte, los tumores generados en ratones inmunodeprimidos por inyeccion de células
PC-3+NE muestran un crecimiento superior al de los generados por la inyeccién de
células PC-3+LNCaP.

3. La via de sefializacidon PI3K/Akt/mTOR esta activada en la NED de las células de
cancer de prostata LNCaP. La inhibicién de la via de sefializacion P13K/Akt/mTOR
impide la NED de las células LNCaP.

4, La via de sefializacion de AMPK esta inhibida en la NED de las células de cancer
de prostata LNCaP. La activacion de AMPK impide la NED de las células LNCaP.

5. Durante la NED de las células cancer de préstata LNCaP se produce una
activacion de la autofagia y un aumento de la expresion de LAMP2. El silenciamiento
génico de LAMP2 impide la NED de las células LNCaP. La inhibicion farmacoldgica de la
via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR induce un bloqueo de la autofagia e impide la NED
de las células LNCaP. La activacién de AMPK induce un bloqueo de la autofagia e
impide la NED de las células LNCaP.

6. Durante la NED de las células LNCaP se produce una disminucién drastica de los
niveles de receptores de cannabinoides CB1Y CB2.

7. El tratamiento con el cannabinoide sintético WIN 55,212-2 (WIN) impide la NED
de las células LNCaP, ya que ejerce un efecto inhibitorio sobre la via de sefializacion
PI3K/Akt/mTOR y un efecto activador sobre la via de sefializacion de AMPK.

8. El tratamiento de tumores xendégrafos de células PC-3, células PC-3+LNCaP y de
células PC-3+NE con el cannabinoide sintético WIN 55,212-2 (WIN) disminuye el
crecimiento de los mismos en comparacién con aquellos que solo reciben tratamiento
con vehiculo.
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INTRODUCTION

Most prostate tumours appear as adenocarcinoma form whose development
and progression are androgen-dependent. Therefore, conventional therapy focuses on
blocking the synthesis of endogenous androgens and/or inhibiting the function of the
androgen receptor. Androgen deprivation therapy rarely eliminates all the tumour
cells and, with time, patients develop resistance to this treatment and, consequently
prostate cancer resistant to castration (CRPC) occurs. In some cases, these types of
cancer evolve into a very aggressive subtype with neuroendocrine differentiation
(NED) whose survival rate might reach approximately one year. The comprehensive
knowledge of the molecular mechanisms that underly the appearance of
neuroendocrine cells and overall the determination of the processes that allow their
survival and their biology, is of utmost importance in order to develop new therapeutic
strategies that enable to treatment of this highly lethal cancer. It has been
demonstrated that prostate cancer cells express high levels of the cannabinoid
receptors CB1 and CB2. Activation of the CB2 receptor by JWH-015 cannabinoid
induces cell cycle arrest and apoptosis (Ruiz-Llorente et al. 2003; Nithipatikom et al.
2004; Olea-Herrero et al. 2009a). However, it is unknown whether cannabinoid
receptors exert any influence on the molecular mechanisms associated to
neuroendocrine differentiation and the possible effect of WIN 55,212-2 (WIN)
cannabinoid, a non-selective agonist of CB1 and CB2.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Neuroendocrine differentiation of prostate cancer LNCaP cells was induced by
serum deprivation for 6 days. The levels of NE markers and signaling proteins were
determined by Western blotting and gPCR.

The levels of IL-6 secreted by LNCaP and NE cells were measured by ELISA and
the levels of cannabinoid receptors were determined by gqPCR. The effect of WIN55,
212-2 on prostate cancer cell viability was analyzed by the MTT cell viability assay. The
involvement of signaling cascades was investigated by pharmacological inhibition and
SiRNA.

The in vivo antitumor activity of WIN 55,212-2 was studied in athymic nude mice
(nu/nu) which were injected subcutaneously in the right flank with 5 x 10° PC-3 cells, a
mix of PC-3 and LNCaP cells, or a mix of PC-3 and NE cells in 0.1 ml of PBS + 0.5% BSA
to induce prostate cell tumors. Tumor size was measured daily and calculated using
the formula V(mm?) = 1/2(Length x Width?). When tumors reached a volume of 100
mm? (approximately two weeks after transplantation), the mice were randomly
divided into 2 groups (n =4) and treated daily s.c. with vehicle, 0.5 mg/kg WIN 55,212-2
(PC-3) or 1,5mg/Kg WIN 55,212-2 for 15 days. At the end of the study, the mice were
sacrificed by placing them in a CO, gas-filled chamber, and the excised tumors were
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recovered and homogenized in lysis buffer for protein quantification and Western
blotting.

All experiments were executed at least 3 times and performed by triplicate. The
statistical significance of differences between the means was evaluated using the
unpaired student’s t test. The level of significance was set at p < 0.05. Data are
presented as the mean +.S. E of the number of experiments indicated. Calculations
were performed using Instat (Graphpad Software).

RESULTS AND CONCLUSIONS

The differentiated LNCaP cells exhibited neurite outgrowth and increased
expression of the typical neuroendocrine (NE) markers neuron-specific enolase (NSE)
and Blll-tubulin (BIIl Tub). In accordance with previous reports showing a reduced
expression and /or activity of AR (Wright et al. 2003), NE cells showed decreased AR
and PSA expression besides to increased levels of NE markers. In addition, and
according to previous reports (Cox et al. 1999), we corroborated that the
neuroendocrine phenotype of LNCaP cells is reversible since the levels of the NE
markers rise when SF medium is replaced with a complete medium and cells are
maintained in culture for an additional 6 days.

NE cells showed increased levels of the IL-6 secreted. Treatment with 3uM WIN
diminished this secretion. The incubation of PC-3 cells with supernatant obtained from
NE cells with IL-6 knocked down did not cause any effect on PC-3 cell viability.

The presence of NE cells increased the mitogenic capacity of PC-3 cells, which is
not mediated by the secretion of IL-6 from NE cells. The presence of NE cells stimulate
the growth of tumor PC-3 cells.

The PI3K/Akt/mTOR pathway in the neuroendocrine differentiation of LNCaP
cells was hyper-activated as deduced by the significantly increased levels of
phosphorylated Akt in Ser473, compared to control LNCaP cells. The treatment of cells
either with the PI3K inhibitor LY294002, the Akt selective inhibitor Inhibitor IV (Akt Inh
IV) or the mTOR inhibitor rapamycin, resulted in a decrease of the neuroendocrine
markers NSE and BlIl tubulin expression in NE cells.

To analyze the role of AMPK in the NE differentiation of prostate LNCaP cells,
cells were serum-deprived for 6 days and phosphorylation levels of AMPK in Thr172
and its well-stablished substrate acetyl-coenzyme A carboxylase (ACC) were monitored
by Western blot. The results show that during neuroendocrine differentiation, there is
a decrease in Thr172 phosphorylation of AMPK and in Ser79 of ACC, which indicates an
inhibition of the AMPK pathway. To further analyze the function of AMPK on NED,
LNCaP cells were treated with the AMPK pharmacological activator AICAR. This
treatment rescued the decrease of ACC expression observed in NE cells, confirming
that AMPK regulates its expression and notably reduces the expression of the NED
markers NSE and BlII Tub. Our findings also demonstrate, for the first time, that AMPK
is inhibited in NE differentiation of prostate cells. This work demonstrates that Akt
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activation is involved in the AMPK inactivation and this AMPK inhibition contributes to
NE differentiation.

To explore the status of autophagy in NE cells, the protein levels of LC3, p62,
Atgl, Atg5 and LAMP2 were measured. The results show that autophagy is activated in
neuroendocrine differentiated LNCaP cells. Long-term cell treatments with different
pharmacological inhibitors of PI3K used to block autophagy (3-MA and LY294002) or
Atg5 knockdown significantly blocked autophagy and prevented neuroendocrine
differentiation of LNCaP cells, suggesting an essential role of autophagy activity in NE
differentiation of LNCaP cells. Silencing of LAMP2 in NE cells significantly decreased the
levels of the neuroendocrine marker Bl Tub but not those of NSE, resulting in an
accumulation of the cargo protein p62 in both control and NE cells, indicating that
knock down of LAMP2 blocks the fusion of autophagosomes and lysosomes. To
investigate the effect of the pharmacological inhibition of the PI3K/Akt/mTOR pathway
or pharmacological activation of AMPK on autophagy during NED, LNCaP cells were
treated for 6 days with LY294002, Akt Inh IV, rapamycin or AICAR, respectively. All of
these treatments produced the same blocking effect on autophagy. Taken together,
these results demonstrate that pharmacological inhibition of PI3K activity abrogates
autophagy flux and NE differentiation in LNCaP cells, suggesting an essential role of
autophagy activity in NE differentiation of LNCaP cells.

Our results also show that during NE differentiation, the expression of the
cannabinoid receptors CB1 and CB2 dramatically decreases. Treatment with 3uM WIN
55,212-2 (a non-selective cannabinoid CB1 and CB2 receptor agonist) during 6 days
inhibited neuroendocrine differentiation of LNCaP and PC-3 cells. In order to gain
insight into the mechanism whereby the cannabinoid WIN prevents neuroendocrine
differentiation of prostate LNCaP cells, we analyzed the PI3K/Akt/mTOR pathway.
Addition of 3uM WIN during serum deprivation markedly reduced the increase in
phosphorylated Akt in NE cells, implying a WIN-induced blocking of the PI3K/Akt
pathway. When 3uM WIN was added to the serum-deprived medium, the inhibition of
AMPK observed in NE cells, was prevented. Our results show an inhibition of this
pathway by the cannabinoid WIN, indicating that WIN is probably acting at the
beginning of the process and that this cannabinoid may be useful for the treatment of
neuroendocrine cancers. In perspective, cannabinoids could represent a viable strategy
to prevent or delay the progression of advanced prostate cancer with neuroendocrine
differentiation features.

167






ANEXO II: PUBLICACIONES






Publicaciones

OPEN
Prostate Cancer and Prostatic Diseases (2016) 19, 248-257

www.nature.com/pcan

ORIGINAL ARTICLE
The cannabinoid WIN 55,212-2 prevents neuroendocrine
differentiation of LNCaP prostate cancer cells

C Morell’, A Bort', D Vara?, A Ramos-Torres', N Rodriguez-Henche' and | Diaz-Laviada'

BACKGROUND: Neuroendocrine (NE) differentiation represents a common feature of prostate cancer and is associated with
accelerated disease progression and poor clinical outcome. Nowadays, there is no treatment for this aggressive form of prostate
cancer. The aim of this study was to determine the influence of the cannabinoid WIN 55,212-2 (WIN, a non-selective cannabinoid
CB1 and CB2 receptor agonist) on the NE differentiation of prostate cancer cells.

METHODS: NE differentiation of prostate cancer LNCaP cells was induced by serum deprivation or by incubation with interleukin-6,
for 6 days. Levels of NE markers and signaling proteins were determined by western blotting. Levels of cannabinoid receptors were
determined by quantitative PCR. The involvement of signaling cascades was investigated by pharmacological inhibition and small
interfering RNA.

RESULTS: The differentiated LNCaP cells exhibited neurite outgrowth, and increased the expression of the typical NE markers
neuron-specific enolase and Blll tubulin (BlIl Tub). Treatment with 3 um WIN inhibited NK differentiation of LNCaP cells. The
cannabinoid WIN downregulated the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway, resulting in NE differentiation inhibition. In addition, an
activation of AMP-activated protein kinase (AMPK) was observed in WIN-treated cells, which correlated with a decrease in the NE
markers expression. Our results also show that during NE differentiation the expression of cannabinoid receptors CB1 and CB2
dramatically decreases.

CONCLUSIONS: Taken together, we demonstrate that PI3K/Akt/AMPK might be an important axis modulating NE differentiation of
prostate cancer that is blocked by the cannabinoid WIN, pointing to a therapeutic potential of cannabinoids against NE prostate

cancer.

Prostate Cancer and Prostatic Diseases (2016) 19, 248-257; doi:10.1038/pcan.2016.19; published online 21 June 2016

INTRODUCTION

Prostate cancer is one the most common prevalent cancer among
men worldwide and the second cause of cancer-induced deaths in
western countries.’

A distinctive feature of prostate cancer is the occasional
appearance within the prostate tumor mass of a large number
of single or clustered neuroendocrine (NE) cells, a situation called
NE prostate cancer. NE cells secrete neuropeptides that induce
mitogenic effects on prostate cancer cells? The NE cells are
defined immunohistochemically by the presence of cytoplasmic
markers, such as, chromogranin A, neuron-specific tubulin 3 (Bl
tubulin) and neuron-specific enolase (NSE).> NE prostate cancers
become rapidly growing and highly aggressive,* as NE cells might
contribute to the regrowth of prostate cancer cells that have
adapted to the hormone-deprived environment or the absence of
androgen receptor stimulation.” In fact, NE prostate cancer usually
occurs as a recurrent tumor in men who have received hormonal
therapy for prostatic adenocarcinoma, and its presence correlates
with tumor progression and poor prognosis.”

The origin of NE cells in prostate cancer is under discussion. It is
thought that NE-like cells come from a ‘epithelial-to-neuroendo-
crine’ transition process of prostate cancer cells, known as
NE differentiation, as they differ in some aspects from NE cells
present in the normal prostate. NE differentiation is a
well-recognized phenotypic change by which prostate cancer

cells transdifferentiate into NE-like cells. Nevertheless, the
mechanism underlying NE differentiation remains still unclear,
and the management of patients with NE prostate cancer
is a challenge for oncologists. Therefore, novel therapies are
needed for this clinically significant and defiant variant of prostate
cancer.®

Over the last decade, several research groups including ours
have proposed that cannabinoid receptor agonists exert a direct
antitumor activity in a variety of aggressive cancers. In prostate
cancer cells, natural and synthetic cannabinoids have been shown
to inhibit cell growth in culture and in experimental animal
models® " Numerous investigations demonstrate the ability
of cannabinoids to inhibit prostate cancer cells’ viability/prolifera-
tion, as well as invasion and metastasis.'*'® The expression of
cannabinoid receptors in prostate cancer cells is higher than
that in corresponding non-malignant tissues,'* and also the
enzymes responsible for cannabinoid degradation, suggesting
that the endocannabinoid system has a role in prostate
growth.'®'® Two cannabinoid receptors, CB1 and CB2, have been
identified to date and belong to a Gi/o family of receptors
presenting seven transmembrane domains.'®'” The mechanisms
by which activation of cannabinoid receptors affect prostate
cancer cell survival are quite diverse and a matter of current
research. Moreover, receptor-independent effects also mediate
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+

The synthetic cannabinoid WIN 55,212-2 (WIN) inhibits NE differentiation of LNCaP cells. (a) NE differentiation cells was induced by

serum deprivation of LNCaP for 6 days. Cell morphology of control LNCaP cells (control, C) and serum-deprived cells (NE cells) was monitored
by phase-contrast microscopy (upper panel) and immunofluorescence of class Ill § Tubulin (Blll Tub, red) counterstained with DAPI (blue)
(lower panel). (b) Expression of the NE markers neuron-specific enolase (NSE) and Blil Tub in control and NE cells. GADPH was probed as a
loading control. () LNCaP control cells (C) and NE cells were incubated with increasing concentrations of WIN for 48 h and cell viability was
monitored by MTT. (d) LNCaP control cells and NE cells were treated with vehicle (Vhc), 3 um of WIN (WIN) or 1 pm of the CB1linverse agonist
SR1 and 1 pm of the CB2 inverse agonist SR2 (SR1/SR2) for 6 days. Levels of the NSE and flll Tub were determined by western blot. GADPH was
probed as a loading control. The image is representative of other four experiments. Densitiometric analysis of the western blot bands is shown
on the right. The data shown are the means + s.d. of four different experiments (*P < 0.05 and **P < 0.01 versus control cells, *P < 0.05 and
#p < 0.01 versus NE, compared by the Student’s t-test). NE, neuroendocrine.

many of the antiproliferative actions of cannabinoid ligands on
prostate tumor cells."®

Herein, we explored the potential role of the synthetic
cannabinoid WIN 55,212-2 (WIN) on serum deprivation-induced
NE differentiation of prostate LNCaP cells.

MATERIALS AND METHODS

Materials

The cannabinoid WIN 55-212,2 (WIN) was purchased at Sigma (St Louis,
MO, USA). The CB1 antagonist SR-141716 and the CB2 antagonist
SR-144528 were kindly provided from Sanofi-Synthelabo (Montpellier,
France). The anti-p-S6, p-p70S6K, p-AKT-ser473, p-mTOR, p-AMPKal-
thr172, p-ACC-ser79 and the antibodies against the corresponding total
forms were obtained from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA).
The anti-Blll Tub polyclonal antibody was obtained from Covance
(Princeton, NJ, USA). The anti-NSE monoclonal antibody was obtained
from Dako (Glostrup, Denmark). Recombinant human interleukin-6 (IL-6)
was purchased at Prepotech (New York, NY, USA) All the other chemicals
were obtained from Sigma.

Cell culture

Human prostate epithelial LNCaP (ATCC CRL-1740) and PC-3 (ATCC
CRL-1435) cells were purchased frozen from American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA). All the experiments were performed with
cells at passages 3-15. Cells were routinely grown in RPMI 1640 medium
supplemented with 1001Uml~" penicillin G sodium, 100 ugml~’
streptomycin sulfate, 0.25 ugml~"' amphotericin B (Invitrogen, Paisley,
UK) and 10% fetal calf serum. For androgen deprivation-induced NE
differentiation, the medium was replaced for serum-free RPMI 1640 and
then incubated for 6 days. For NE differentiation induced by long

treatment with IL-6, 20 ng ml~" of human recombinant IL-6 was added to
the medium and the cells were incubated for 6 days.

Immunofluorescence staining
Cells were plated on glass coverslips and immunofluorescence was
performed as previously described.'

Proliferation assay

Cells were seeded in a 12-well plate at 5000 cells per well, maintained for
24h and then treated with increasing concentrations of WIN with or
without 10% fetal bovine serum for 6 days, according to the experiment.
MTT cell viability assay was performed as previously described.”®

Immunoblotting assay

LNCaP cells were washed with phosphate-buffered saline and lysed in a
lysis buffer (50 mm Tris pH 7.4, 0.8 m NaCl, 5 mm MgCl,, 0.1% Triton X-100)
containing Protease Inhibitor and Phosphatase inhibitor Cocktails (Roche,
Basel, Switzerland), and cleared by microcentrifugation. Western blotting
was performed as previously described.'®

Real-time quantitative PCR

Complementary DNA was obtained from cells using Transcriptor (Roche
Applied Science, Indianapolis, IN, USA). Real-time quantitative PCR assays
were performed using the FastStart Universal Probe Master mix with Rox
(Roche Applied Science), and probes were obtained from the Universal
ProbelLibrary Set (Roche Applied Science); CB1 sense primer 5-CATTA
AGACGGTGTTTGCATTCT-3'; CB1 antisense primer 5-CGTGTCGCAGGTCC
TTACTC-3'; CB2 sense primer 5-GACACGGACCCCTTTTTGCT-3,; CB2
antisense primer 5-CCTCGTGGCCCTACCTATCC-3' or from Ambion
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Amplifications were run in a 7900
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Figure 2. Inhibition of NE differentiation by WIN 55,212-2 (WIN) in IL-6 long treated LNCaP cells and in PC-3 cells. (a) NE differentiation of
LNCaP cells was induced by incubation with IL-6 (20 ng ml) - supplemented medium for 6 days. Cells were treated with vehicle (Vhc), 3 um of
WIN (WIN) or 1 pm of the CBlinverse agonist SR1 and 1 pm of the CB2 inverse agonist SR2 (SR1/SR2) for 6 days. Levels of the NE markers
neuron-specific enolase (NSE) and BlIl tubulin (811l Tub) were determined by western blot. (b) NE markers NSE and flll Tub in PC-3 cells treated
as above. The image is representative of other three experiments. GADPH was probed as a loading control. Densitiometric analysis of the
western blot bands is shown on the right. The data shown are the means + s.d. of three different experiments (*P < 0.05 versus control cells,
compared by the Student’s t-test). (c) Effect of WIN on PC-3 growth and plll Tub expressmn in vivo. PC-3 xenografts were generated by
subcutaneously. m]ecnon in athymic mice (n =8). When tumors reached 100 mm? volume, mice were randomly divided into two groups and
treated with 0.5 mg kg WIN or vehicle. Graph represents tumor growth from the first day of treatment and results are expressed as the

mean + s.e.m. of the size of the tumor. A representative image of the tumor at the end of the treatment is shown on the right. Down, levels of
Blll Tub in the dissected tumors. IL, interleukin; NE, neuroendocrine.

WIN 0.5 mg/Kg

Tumor volume %

50 4

HT-Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). saline+0.5% BSA to induce prostate cell tumors. Tumor sizes were

Each value was adjusted by using 185 RNA levels as a reference. measured everyday and calculated using the formula V (mm?®)=1/2
(Iengthxwidthz). When tumors reached a volume of 100 mm? (~2 weeks
Animal study after transplantation), the mice were randomly divided into two groups

Eight male -athymic nude:Foxnl ‘(hunt). mice:aged4 weeks were (n=4) and daily treated subcutaneously. with vehicle, or 0.5mg kg“ WIN
purchased from Envigo RMS (Barcelona, Spain), and housed under specific 55'2,12'2 for 1_5 days. At the end of the study, the m'Fe were killed by
pathogen-free conditions in a 12-hour light-dark cycle at 21-23 °C and placing them in a CO, gas~ﬁl!ed chamber, and the gxcnsed t.umo.rs Were,
40-60% humidity with access to food pellets and tap water ad libitum. All recovered and homogenized in lysis buffer for protein quantification and
animal studies were conducted in accordance with the Spanish institu- western blotting.

tional regulation (Decree 53/2013) for the housing, care and use of
experimental animals with the approval of the Institutional Animal Care
and Use Committee of Alcala University and by Comunidad de Madrid

(PROEX 241/15). This study met the European Community directives Statistical analysis

regulating animal research. Recommendations made by the United All experiments were executed at least three times and performed in
Kingdom Coordinating Committee on Cancer Research (UKCCCR) have triplicate. The statistical significance of differences between the means was
been kept carefully. evaluated using the unpaired Student's t-test. The level of significance was

After 1-week adaptation period, mice were injected subcutaneously in set at P<0.05. Calculations were performed using Instat (Graphpad
the right flank with 5%10° PC-3 cells in 0.1 ml of phosphate-buffered Software, San Diego, CA, USA).
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Figure 3. The synthetic cannabinoid WIN 55,212-2 (WIN) blocks the PI3K/Akt/mTOR axe activation produced in NE differentiation of LNCaP
cells. (@) Phosphorylation profile of key proteins of the PI3K/Akt pathway in LNCaP cells (control, C) and in NE cells (NE). Expression of neuron-
specific enolase (NSE) and Blll tubulin (Il Tub) were monitored as a NE differentiation control. GADPH was probed as a loading control.
(b) LNCaP control and NE cells were treated with vehicle (Vhc), 3 pm of WIN, or 1 um of the CB1linverse agonist SR1 and 1 um of the CB2 inverse
agonist SR2 (SR1/SR2) for 6 days. Levels of the phosphorylated and total forms of Akt, mTOR and S6 proteins were determined by western
blot. GADPH was probed as a loading control. The image is representative of other three experiments. Densitiometric analyses of the western
blot bands are shown on the right of the WB. The data shown are the means + s.d. of three different experiments. (*P < 0.05 and **P < 0.01
versus control cells, P < 0.05 and **P < 0.01 versus NE cells, compared by the Student’s t-test). NE, neuroendocrine.

RESULTS In order to study the effect of cannabinoids on prostate LNCaP
The synthetic cannabinoid receptor ligand WIN prevents NE cells’ NE differentiation, we choose the non-selective CB1 and CB2
differentiation induced by serum-deprivation of prostate agonist WIN 55,212-2 (WIN). WIN is a synthetic cannabinoid that has
LNCaP cells been shown to act on both CB1 and CB2 and one of the most widely

used analogs of endocannabinoids designed to activate cannabi-
noid receptors. In the LNCaP prostate cancer cell line, as well as in
the NE differentiated cells, WIN dose-dependently decreased cell
viability, with an overall ICsq value of 3 uM (Figure 1c). We then used
this dose to investigate whether the cannabinoid WIN had any effect
on the neuroendocrine differentiation (NED) of LNCaP cells. As
shown in Figure 1d, incubation of LNCaP cells with WIN notably and
significantly reduced the NE markers NSE and BIll Tub expressed by

Different cell models have been used for understanding the
molecular mechanisms of NE differentiation. The most widely used
is the experimental manipulation of the androgen-sensitive
prostate cancer cell line LNCaP to induce a transition into a NE
phenotype. This phenotypic switch has been seen especially when
cells are grown in hormone-depleted medium.?" In order to mimic
the situation of androgen removal, prostate LNCaP cells were
incubated in the absence of serum for 6 days. Cells grown in the  NE celis, In order to investigate the involvement of the cannabinoid
absence of serum stop division and stay quiescent (Supple-  receptors, we used the CB1 inverse agonist SR1 and the CB2 inverse
mentary Figure 1). As seen in Figure 1a, serum deprivation of  agonist SR2. These compounds when added together did not
LNCaP cells for 6 days induced a NE-like phenotype corroborated modify the effect of WIN.

by the appearance of many features of NE cells, like neurite To reinforce the notion that the cannabinoid WIN abrogated NE
outgrowth (cell body prolongation longer than twice the cell body  differentiation of prostate LNCaP cells, we used another model of
diameter), and the expression of the highly specific markers for NE NE differentiation. As stated previously, NE differentiation of

cells class Il B tubulin (BllI-Tub). The expression of BlIl-Tub as well LNCaP cells can also be induced by long-treatment with IL-6.2 We
as the dominant enolase-isoenzyme found in NE tissues, the then incubated LNCaP cells with 20 ng ml" of human recombinant
NSE,*? were also determined by western blot (Figure 1b). IL-6 for 6 days in the presence or not of 3 mm WIN. IL-6-treated
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Figure 4. Pharmacological inhibition of the PI3K/Akt/mTOR pathway prevents NE differentiation of LNCaP cells. LNCaP (Control, C) and NE
cells were incubated either with the PI3K inhibitor LY 294002 (a) the Akt inhibitor AKT Inhibitor IV (b) or the mTOR inhibitor rapamycin (c)
during serum-deprivation. Levels of phosphorylated and total forms of the signaling proteins as well as of the NE markers neuron-specific
enolase (NSE) and plll tubulin (BIll Tub) were determined by western blot. GADPH was probed as a loading control. The image is representative
of other four experiments. Densitiometric analysis of the western blot bands are shown on the right. The data shown are the means + s.d. of
four different experiments (*P < 0.05 and **P < 0.01versus control cells, /P < 0.05 and **P < 0.01 versus NE cells, compared by the Student’s

t-test). NE, neuroendocrine.

cells displayed morphological characteristics of NE cells (not
shown) and increased the expression of NSE and Bl Tub,
confirming the acquisition of a NE phenotype (Figure 2a). When
NE cells were treated with 3 nM WIN a downregulation of NSE and
BlIl Tub expression was observed (Figure 2a).

NE differentiation of LNCaP cells induced by serum deprivation
or IL-6 treatment was reversible, and the cells turned back to
control LNCaP when serum was replenished or IL-6 was removed
(not shown). Therefore, to validate the inhibitory effect of WIN
in vivo, we moved to PC-3 cells as they may be considered as a cell
line characteristic of prostatic small cell NE carcinoma.?* In fact,
PC-3 cells express high levels of NE markers such as NSE,
Chromogranin A and BlIl Tub, and they do not express AR and
PSA. Moreover, PC-3 cells, usually maintain NE characteristics
along an in vivo experiment even in the presence of the animal
serum. We first tested the effect of WIN on PC-3 cells in vitro. Cells
were treated with 3 nM WIN for 6 days and levels of NSE and Blll
Tub were determined. As shown in Figure 2b, the expression of
both markers diminished after 6 days of WIN treatment. Next, PC-3
tumors were generated in male athymic nude mice and treated
with 0.5 mg kg' WIN for 15 days. WIN-treated PC-3 xenografts grew
slower and the size of the tumors at the end of the experiment was
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smaller compared with vehicle-treated PC3 xenografts (Figure 2b).
Likewise, levels of BIll Tub decreased in WIN-treated tumors
compared with non-treated tumors (Figure 2b).

The cannabinoid WIN inhibits the PI3K/AKT/mTOR signaling
pathway in NE differentiated LNCaP cells

To investigate the role of the PI3K/Akt/mTOR pathway in the NE
differentiation of the prostate cancer cell line LNCaP, cells were
deprived of serum for 6 days and phosphorylation levels of Akt
and its downstream signaling proteins mTOR and S6 were deter-
mined by western blotting. Consistent with previous observa-
tions,”>?° the PI3K/Akt signaling pathway was hyper-activated as
deduced by the significantly increased levels of phosphorylated
Akt in Ser473, compared with control LNCaP cells (Figure 3a).
Levels of phosphorylated downstream signaling proteins, mTOR
and S6, although not significantly, were also increased.

In order to gain insight into the mechanism whereby the
cannabinoid WIN prevented NE differentiation of prostate LNCaP
cells, we analyzed the PI3K/Akt/mTOR pathway. Addition of 3 um
WIN during serum deprivation, markedly reduced the increase in
phosphorylated Akt, phosphorylated mTOR and phosphorylated
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S6 produced in NE cells, implying a WIN-induced blocking of the
PI3K/Akt pathway (Figure 3b). It is worthy to note that in these
conditions, WIN did not have any effect on PI3K/Akt/mTOR axe in
control cells (Figure 3b).

We then compared the effect of WIN with that produced by the
widely used PI3K/Akt/mTOR signaling cascade inhibitors.
Treatment of cells either with the PI3K inhibitor LY 294002, the
Akt selective inhibitor Inhibitor IV (Inh IV) or the mTOR inhibitor
rapamycin, resulted in a decrease of the NE markers NSE and BllI
Tubulin expression in serum-deprived cells (Figure 4). These
results were comparable to those produced by WIN (Figure 3b).
Interestingly, whereas LY and Akt Inh IV almost totally blocked NSE
and BIIl Tubulin expression, the mTOR inhibitor rapamycin, had a
lesser effect. This result indicates that Akt may regulate the
differentiation process by other mTOR-independent mechanisms.

The cannabinoid WIN inhibits NE differentiation by activation

of AMPK

In addition to its energy sensor function, the AMP-activated
protein kinase (AMPK) signaling system has recently emerged as a

modulator of cell proliferation and survival.?” Therefore, AMPK has
been revealed as a novel target for anticancer therapy.?® We then
investigated the effect of WIN treatment on AMPK and the role of
this kinase in NE differentiation. To investigate the role of AMPK in
the NE differentiation of prostate LNCaP cells, cells were serum-
deprived for 6 days and phosphorylation levels of AMPK in Thr172
and its well-established substrate acetyl coenzyme A carboxylase
(ACC) were monitored by western blot. Figure 4a shows that
during NE differentiation there is a decrease in Thr172 phosphor-
ylation of AMPK and in ser 79 of ACC, which indicates an inhibition
of the AMPK pathway. Interestingly, levels of total ACC decrease
during NED, suggesting that AMPK is also regulating ACC
expression. Levels of the NE markers NSE and Bl Tub are shown
as a NE differentiation control (Figure 5a).

When 3 um WIN was added to the serum-deprived medium, the
inhibition of AMPK observed in NE cells was prevented. This effect
was independent of cannabinoid receptors, as SR1 and SR2 when
combined together did not modify the effect of WIN (Figure 5b).

To further analyze the function of AMPK on NE differentiation,
LNCaP cells were treated with the AMPK pharmacological
activator AICAR during the 6 days of serum deprivation. As shown
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in Supplementary Figure 2, AICAR increased phosphorylation of
ACC in both control and NE cells, indicating that AMPK is active.
Moreover, AICAR treatment rescued the decrease of ACC
expression observed in NE, confirming that AMPK regulates its

C IL-6
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Figure 6. Effect of WIN 55,212-2 on IL-6-induced NE differentiation.
NE differentiation of LNCaP cells was induced by incubation with
IL-6 (20 ng ml') -supplemented medium for 6 days. Cells were
treated with vehicle (Vhc), 3pum of WIN (WIN) or 1pum of the
CB1linverse agonist SR1 and 1w of the CB2 inverse agonist SR2
(SR1/SR2) for 6 days. Levels of the phosphorylated and total forms of
Akt, AMPK and acetyl CoA carboxylase (ACC) proteins were
determined by western blot. GADPH was probed as a loading
control. The image is representative of other three experiments. IL,
interleukin; NE, neuroendocrine.
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expression. Interestingly, as observed with the treatment with
WIN, AMPK activation with AICAR notably reduced the expression
of NED markers NSE and BlIl Tub (Supplementary Figure 2).

The effect of Win on the PI3K/Akt pathway and AMPK in NE cells
was further corroborated in IL-6 long-term-treated LNCaP cells.
As shown in Figure 6, in IL-6-induced NE differentiation, a decrease
in p-AMPK and p-ACC is observed, which is in consonance with
serum withdrawal-induced NE differentiation, suggesting that
AMPK inhibition is a general phenomenon of NE differentiation. As
was the case in NE differentiation induced by serum depletion,
treatment with 3 nm WIN increased both p-AMPK and p-ACC in
NE cells.

Suppression of PI3K/Akt/mTOR pathway prevents AMPK inhibition
and reduces NE differentiation

In order to establish a relationship between the two pathways
studied, we determined the effect of PI3K/Akt/mTOR pathway
inhibition on AMPK phosphorylation and activity. When cells were
incubated either with the PI3K inhibitor LY 294002 or with the Akt
inhibitor IV, the decrease of phosphorylated AMPK observed in NE
cells was abrogated (Figure 7). This indicates that inhibition of PI3K
or Akt prevents inhibition of AMPK and, therefore, the PI3K/Akt
pathway modulates AMPK in NE cells. According to this idea, the
NE differentiation-induced diminution in phosphorylated ACC was
prevented in LY 294002 and inhibitor IV-treated cells (Figure 7). In
these conditions, the NE markers NSE and BIll Tubulin also
decreased (Figure 7).

The cannabinoid receptors CB1 and CB2 expression decrease
during NE differentiation of prostate LNCaP cells

We then sought to study whether WIN-induced inhibition of
LNCaP differentiation was linked to CB1 or CB2. The cannabinoid
receptors CB1 and CB2 are constitutive components of the
endocannabinoid system and mediate many of the effects
induced by cannabinoids. Although the effect of the cannabinoid
receptor ligand WIN on signaling cascades of NE cells was not
prevented by the cannabinoid receptors, inverse agonists SR1
and SR2, we decided to analyze the expression levels of both
receptors. Quantitative PCR analyses showed that in NE cells there

1 my

PAMPK
° &
7
L

PAMPK

Figure 7. Suppression of PI3K/Akt activation prevents AMPK inhibition. LNCaP control and NE cells were treated with the PI3K inhibitor LY
294002 (LY) or the Akt inhibitor IV (AKT InhlV) for 6 days. Levels of phosphorylated and total forms of AMPK and acetyl CoA carboxylase (ACC),
as well as of the NE markers neuron-specific enolase (NSE) and il tubulin (Il Tub) were determined by western blot. GADPH was probed as a
loading control. The image is representative of other three experiments. Densitiometric analysis of the western blot bands are shown on the
right. The data shown are the means + s.d. of three different experiments (*P < 0.05 versus non-treated cells and *P < 0.05 versus NE cells,
compared by the Student's t-test). AMPK, AMP-activated protein kinase; NE, neuroendocrine.
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Cc NE

NE differentiation of LNCaP cells induces a decrease of cannabinoid receptors CB1 and CB2 expression. (a) Cannabinoid receptors

CB1 and CB2 mRNAs levels in LNCaP control and NE cells analyzed by quantitative PCR according to the Materials and Methods section.
(b) LNCaP cells were serum-deprived for 2, 4 and 6 days and levels of the cannabinoid receptor CB2 protein and NE markers neuron-specific
enolase (NSE) and Sl tubulin (Blll Tub) were analyzed by western blot. GADPH was probed as a loading control. The image is representative of
other three experiments. Densitiometric analysis of the western blot bands of CB2 is shown on the left. (¢) LNCaP control and NE cells were
treated with vehicle (Vhc), 3 um of WIN 55-212,2 (WIN) 1 pm of the cannabinoid receptor inverse agonists SR1 and SR2 (SR1/SR2) or combined
together for 6 days. Levels of CB1 and CB2 mRNA were analyzed by quantitative PCR according to the Materials and Methods section. The
data shown are the means+s.d. of three different experiments (*P < 0.05; **P < 0.01 versus control cells and *P<0.05 versus NE cells,

compared by the Student’s t-test). NE, neuroendocrine.

was a dramatic decrease in CB1 and CB2 expression (Figure 8a).
Immunoblotting revealed that serum withdrawal reduced the
expression of CB2 protein in a time-dependent manner
(Figure 8b). Then we treated cells with 3 um WIN during serum
deprivation and found that NE cells treated with WIN not only
preserved but increased CB2 mRNA levels compared with control
cells (Figure 8c). These results indicate that WIN treatment
prevents CB2 decay during NE differentiation, which could
mediate the NE differentiation inhibition induced by WIN.

DISCUSSION

The purpose of this study was to analyze the signaling pathway
involved in NE differentiation of prostate LNCaP cells and the
influence of WIN 55,212-2 on this process. Compelling evidence
has implicated the endocannabinoid system in the regulation of
cell fate. Natural cannabinoids as well as synthetic cannabinoid
receptor ligands have been shown to reduce tumor cell
proliferation, including prostate tumor cells.®?° However, little is
known about the role of cannabinoids on the NE differentiation of
tumors. Here, we demonstrate that the cannabinoid WIN prevents
NE differentiation of LNCaP cells by inhibition of PI3K/Akt/mTOR
activation and stimulation of AMPK, providing a promising
therapeutic opportunity for NE differentiated prostate cancer
(Figure 9).

The PI3K/Akt/mTOR axe controls many functions in prostate
cells including cell survival, growth and proliferation. Moreover,

preclinical studies reveal a dynamic interplay between PI3K and
androgen receptor during the development of androgen-
deprivation therapy resistance.’* Therefore, it seems like the
suppression of androgen signaling is one of the stimulus that
induces activation of PI3K/Akt. According to this, it has been
recently demonstrated that androgen receptor negatively reg-
ulates PI3K through repression of the regulatory subunit p85a
protein' Our results are in line with this idea as serum
deprivation of LNCaP cells increased AKT phosphorylation at
Ser473 as well as the phosphorylation of its downstream signaling
protein S6, which correlated with the increase in NE markers
expression. Similar results showed by Qi et al* indicate that
androgen-depletion increased AR protein level and Akt phosphor-
ylation at Ser473 and Thr308 in LNCaP cells. The importance of the
PI3K/Akt signaling pathway in NE differentiation of LNCaP cells has
been also reported by other groups.?>** Long-term exposure of
LNCaP cells to the cytokine IL-6 causes irreversible NE differentia-
tion and activation of the PI3K/Akt cascade.”®** Our results are
in line with this notion as IL-6 treatment of LNCaP cells induced an
increase of NE markers and p-mTOR. Activation of Akt has
also been observed in other models of NE differentiation. For
instance, NE differentiation of LNCaP cells by treatment with the
neuropeptide VIP induces cAMP increase and activation of PKA
and PI3K3* These results indicate that the activation of the PI3K/
Akt route is a general mechanism associated with NE differentia-
tion of prostate cells at least in vitro. Our results showing an
inhibition of this pathway by the cannabinoid WIN indicate that
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Figure 9. Proposed mechanism for WIN-induced inhibition of
prostate LNCaP cells NE differentiation. The synthetic cannabinoid
agonist WIN 55,212-2 (WIN) preserves the levels of the cannabinoid
receptor CB2. This results in inhibition of the PI3K/Akt pathway. Akt
signals through two pathways, activation of mTOR and inhibition of
AMPK. The inhibition of Akt by the cannabinoid WIN produces
inhibition of mTOR and activation of AMPK. Both phenomena cause
inhibition of NE differentiation, although mTOR has a minor
contribution than AMPK. ACC, acetyl CoA carboxylase; AMPK,
AMP-dependent protein kinase; NE, neuroendocrine.

WIN is probably acting at the beginning of the process and that
this cannabinoid may be useful for the treatment of NE cancers.

We believe our findings also demonstrate for the first time that
AMPK is inhibited in NE cells. Similar to our findings demonstrat-
ing an inhibitory effect of AICAR on NED, activation of AMPK with
metformin reduced the aggressiveness of NE tumors of the
gastro-entero-pancreatic system.>® Recent clinical studies on
patients with well-differentiated pancreatic NE tumors, showed
that the survival of metformin-treated patients was twice that
observed in the control group.*® To our knowledge, our work is
the first study regarding the role of AMPK on NE differentiation of
prostate cells. We also found that Akt activation is involved in the
AMPK inactivation, and such AMPK inhibition contributes to NE
differentiation of prostate LNCaP cells. Recent findings shown by
other authors demonstrated that AKT activation induced AMPK
Ser485 phosphorylation, which negatively regulated AMPK activity
by inhibiting the Thr172 phosphorylation.*” In line with this,
results by Lin et al*® recently demonstrated that AKT activation in
basophils could rapidly inhibit AMPK activation through increased
AMPK phosphorylation at the inhibitory Ser485/491 residues, and
this was accompanied by a reduction of ACC phosphorylation. In
addition, data shown by Kim et al*® revealed that cortical neurons
chronically treated with insulin underwent Akt activation, which
provoked an increase of AMPK phosphorylation in Ser485 and
inhibition of AMPK activity. Although we have not determined the
AMPK phosphorylation in Ser485, our results show that inhibition
of PI3K as well as Akt, abrogated the inhibition of AMPK in NE cells,
providing a signaling link between Akt and AMPK in NED of
prostate cells. Therefore, inhibition of PI3K/Akt by the cannabinoid
WIN would remove the inhibitory phosphorylation of AMPK
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resulting in AMPK activation and prevention of NE differentiation
(Figure 9).

A major finding of our study is the spectacular decrease in
cannabinoid receptors during the NE-differentiation process. The
cannabinoid receptors would exert a tonic inhibition of NE
differentiation in prostate cells even in the absence of ligand and,
therefore, a decrease of cannabinoid receptors may be concomi-
tant to NE differentiation.

In line with our results, data shown by Sugawara et al,*
demonstrated that CB1 knockdown increased the differentiation
of mast cells from resident progenitor cells and treatment with the
endogenous cannabinoid ligand anandamide counteracted the
activation of mast cells. The role of cannabinoid receptors in NE
differentiation is not surprising as those receptors change their
expression pattern along neuronal differentiation,*’ and NE
differentiation of prostate tumors resembles features of neurons.
Further research with endocannabinoids and its receptors will
throw additional light on the actions of these compounds on
prostate tumors differentiation and growth.

In perspective, cannabinoids could represent a viable strategy
to prevent or delay the progression of advanced prostate cancer
with NE differentiation features.
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Abstract

Neuroendocrine (NE) prostate cancer (PCa) is a highly aggressive subtype of prostate can-
cer associated with resistance to androgen ablation therapy. In this study, we used LNCaP
prostate cancer cells culturedin a serum-free medium for 6 days as a NE model of prostate
cancer. Serum deprivation increased the expression of NE markers such as neuron-specific
enolase (NSE) and Blll tubulin (BIIl tub) and decreased the expression of the androgen
receptor protein in LNCaP cells. Using cDNA microarrays, we compared gene expression
profiles of NE cells and non-differentiated LNCaP cells. We identified up-regulation of 155
genes, among them LAMP2, a lysosomal membrane protein involved in lysosomal stability
and autophagy. We then confirmed up-regulation of LAMP2 in NE cells by qRT-PCR, West-
ern blot and confocal microscopy assays, showing thatmRNA up-regulation correlated with
increased levels of LAMP2 protein. Subsequently, we determined autophagy activity in NE
cells by assessing the protein levels of SQSTM/p62 and LC3 by Western blot and LC3 and
Atg5 mRNAs contentby qRT-PCR. The decreased levels of SQSTM/p62 was accompanied
by an enhanced expression of LC3 and ATG5, suggesting activation of autophagy in NE
cells. Blockage of autophagy with 1uM AKT inhibitor IV, or by silencing Beclin 1 and Atg5,
prevented NE cell differentiation, as revealed by decreased levels of the NE markers. In
addition, AKT inhibitor IV as well as Beclin1 and Atg5 kwockdown attenuated LAMP2
expression in NE cells. On the other hand, LAMP2 knockdown by siRNA led to a marked
blockage of autophagy, prevention of NE differentiation and decrease of cell survival.
Taken together, these results suggest that LAMP2 overexpression assists NE differentia-
tion of LNCaP cells induced by serum deprivation and facilitates autophagy activity in order
to attain the NE phenotype and cell survival. LAMP2 could thus be a potential biomarker
and potential target for NE prostate cancer.
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Introduction

Prostate cancer is the second most common cancer in men, with an estimated 1.1 million cases
diagnosed worldwide in 2012 (GLOBOCAN 2012) [1]. Prostate cancer represents an important
public health problem throughout the world and for developed countries in particular, since
almost 70% of the cases (759,000) occur in more developed regions. Prostate tumors initially
depend on androgens. Thus, androgen deprivation therapy (ADT) is used to treat advanced
prostate and yields transient efficacy. This therapy consists in administrating LHRH agonists
or antagonist which prevent the secretion of the pituitary hormone LH which, in turn, reduces
the production of androgens by the testicles [2]. In addition, patients can also receive antian-
drogen treatment to block the effects of adrenal residual androgens, this strategy has been
termed “combined androgen blockage” [3-5]. Unfortunately, ADT has limited and transient
efficacy and most patients receiving it progress to a more aggressive form of the disease termed
castration-resistant prostate cancer (CRPC) [5, 6]. The mechanism by which resistance occurs
has not been completely elucidated and thus represents a major clinical problem. There is evi-
dence of androgen receptor (AR) reactivation despite decreased serum levels of androgens as
an adaptive survival response [4].

One of the hallmarks of advanced prostate cancer is the acquisition of a neuroendocrine
phenotype. Neuroendocrine differentiation (NED) is recognized as an adaptation response
mechanism to hormonal therapy and represents an aggressive variant of prostate cancer [7, 8].
The amount of NED in prostate adenocarcinoma increases with disease progression and its
incidence is expected to increase due to the use of new potent androgen signaling inhibitors in
clinical practice [9]. Peptides produced by neuroendocrine (NE) cells, such us neuron-specific
enolase (NSE) and chromogranin A, have been detected in the serum of advanced and CRPC
patients [10-12]. How NE cells contribute to prostate cancer progression is yet unresolved.
These cells are non-mitotic but secrete different neuropeptides and growth factors which could
contribute to maintain homeostasis of surrounding cell populations [13]. NED is a highly het-
erogeneous phenomenon that points to poor prognosis [ 14, 15]. The origin of NE tumor cells
has been hypothesized to arise by transdifferentiation from exocrine tumor cells since NE and
exocrine tumor cells from radical prostatectomies share identical allelic profiles [16].

In vitro, prostate adenocarcinoma cells have the capacity to transdifferentiate to a neuroen-
docrine phenotype by exposure to stimuli such as dibutyryl-cyclic AMP [17, 18], forskolin and
IL-6 [19], VIP [20] or hormone-depleted medium [21]. The LNCaP cell line is widely used as a
cellular model to study the biology of NE transdifferentiation. In this study, we have used
LNCaP cells to determine the gene expression profile in NED by performing genome-wide
transcriptomic analysis. Our results show up-regulated expression of lysosome-associated
membrane glycoprotein 2 (LAMP2) in NE-differentiated LNCaP cells.

LAMP2 is a single-span lysosomal membrane protein which maintains lysosomal stability
and participates in autophagy [22]. Structurally, it consists of a polypeptide core of approxi-
mately 44 kDa with a short cytoplasmic tail (Ct), a transmembrane domain, and a large luminal
domain with extensive N-glycosylation and some O-glycosylation (Nt) which forms a nearly
continuous coat on the inner surface of the lysosomal membrane, protecting it from lysosomal
proteolitic enzyme hydrolysis [23]. Apart from its role in maintaining the structural integrity
of the lysosomal membranes, LAMP2 is critical for lysosomal function [24]. Mice lacking
LAMP?2 accumulate autophagic vacuoles in several tissues [25]. In humans, mutations in the
LAMP?2 gene cause Danon disease, an X-linked lysosomal storage disorder characterized by
accumulation of vacuolar compartments in heart and skeletal muscle, leading to cardiomyopa-
thy and myopathy [26, 27]. Three spliced variants of the LAMP2 gene generated by alternative
splicing have been described: LAMP-2A, LAMP-2B and LAMP-2C, which differ in the
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transmembrane and cytoplasmic domains [28]. LAMP-2A functions as a receptor of chaper-
one-mediated autophagy (CMA), a lysosomal proteolytic process known to be activated during
starvation that removes damaged cellular proteins [29]; LAMP-2B is more abundantly
expressed in muscle and brain and its absence is associated with Danon disease development;
the LAMP-2C isoform functions as a receptor for RNA and DNA degradation [30, 31].

Macroautophagy (here referred to as autophagy) has emerged as a way to elude cancer ther-
apy and to promote tumor progression [32, 33]. Prostate cancer treatments such as ADT, tax-
ane and kinase inhibitors usually induce autophagy conferring resistance of prostate cancer
cells to therapy. Therefore pharmacological inhibition of autophagy in combination with cur-
rent prostate cancer therapies or chemotherapy drugs has been proposed as an alternative to
improve prostate cancer treatments [34]. The aim of this study was to analyze the role of
LAMP2 up-regulation in neuroendocrine differentiation of LNCaP cells and its relationship
with autophagy.

Materials and Methods
Materials

Bafilomycin A; and 3-methyladenine (3-MA) were from Sigma (St. Louis, MO, USA).
LY294002 was from Tocris (Bristol, UK) and Akt inhibitor IV was purchased from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). Primary antibodies used in this study were: monoclonal anti-NSE
from DAKO (Glostrup, Denmark), monoclonal anti-LAMP2 from Abcam (Cambridge, UK),
anti-p62, anti-pAkt, anti-Atg5 and anti-GAPDH from Cell Signalling Technology (Danvers,
MA, USA), anti-Beclin 1 was from ThermoFisher Scientific (Alcobendas, Spain), polyclonal
anti-LC3 from Novus (Abingdon, England, UK) and polyclonal anti-BIII tubulin from Cov-
ance (Princeton, NJ, USA). The secondary antibodies were: peroxidase labeled anti-mouse IgG
from Sigma (St. Louis, MO, USA) and anti-rabbit IgG from Calbiochem (Darmstadt,
Germany).

Cell culture

The human prostate carcinoma cell line LNCaP was purchased from American Type Culture
Collection (ATCC CRL-1740) (Rockville, MD, USA). Cells were used at passages 3 to 20 and
routinely grown in complete medium consisting in RPMI 1640 medium containing phenol red
and supplemented with 100 TU/ml penicillin G sodium, 100 pg/ml streptomycin sulfate,

0.25 pg/ml amphotericin B (Invitrogen, Paisley, UK) and 10% foetal calf serum. To elicit neuro-
endocrine differentiation, LNCaP cells were cultured as follows: cells were seeded at a density
of 10,000 cells/cm? in complete medium. After 48 hours, the medium was replaced by serum-
free medium (SF) and the cells were continuously cultured for 2 to 6 days without splitting.
Cells seeded at the same density and cultured at the same time in a complete medium were
used as a control. Most of the experiments were carried out with LNCaP cells cultured for 6
days in complete medium (C cells) or in SF medium (NE cells).

DNA microarray and differential gene expression analysis

Genome-wide transcriptomic analysis was performed using the whole human genome oligo
microarray from Agilent platform GPL4133. Total RNA was isolated from LNCaP cells cul-
tured in serum-free medium for 4 hours or 6 days using Trizol reagent according to the manu-
facturer’s recommended protocol. RNA labeling, hybridization and washing were carried out
following Agilent's instructions. Images of hybridized microarrays were acquired with a DNA
microarray scanner. Data were background corrected and normalized using the quantile
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method (Bolstadt et al., 2003). Differential expression analysis was assessed using the linear
modeling features of the Limma package from Bioconductor open source software (http://
www.bioconductor.org/. DNA microarray assays and bioinformatic data analyses were carried
out in the Genomics Unit of the Spanish National Center for Cardiovascular Research (CNIC,
Madrid, Spain). Results from differential expression analysis were further analyzed for func-
tional enrichment by using GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) v2.2.2 software [35] an
open source tool from the Broad Institute (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp).
Gene Ontology Molecular Process, Cellular Components and Molecular Function gene sets
(GO:MP, GO:CC and GO:MF) were downloaded from the Broad Institute’s Molecular Signa-
ture Database (version 4.0).

Western blotting

After treatments, cells were lysed in a lysis buffer (50 mM Tris pH 7.4, 0.8 M NaCl, 5 mM
MgCl,, 0.1% Triton X-100) containing protease inhibitor and phosphatase inhibitor cocktails
(Roche Diagnostics; Mannheim, Germany) and then cleared by microcentrifugation. Total
protein content was measured by the BioRad™ protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Rich-
mond, CA, USA) and 20 pg of protein were separated by electrophoresis on 15%-8% sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gels. Proteins were transferred onto an Immobilon PVDF
membrane (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA) at 100 V for 2 hours at 4°C. Mem-
branes were incubated with the indicated primary antibodies overnight at 4°C and then with
the respective secondary antibody. Visualization was performed by incubating the membrane
for 3 min with enhanced chemo luminescence detection buffer (100 mM Tris-HCI pH 8.5, 1.25
mM luminol, 0.2 mM p-coumaric acid, and 0.03% H,O, and exposed to an Curix RP2 Plus X-
ray film (AGFA, Mortsel, Belgium). Densitometric analysis of the blot bands was performed by
using Scion Image software (Scion Corporation, Informer Technologies, Inc). GAPDH was
used as an internal control. For each blot, fold change in a protein expression level is calculated
by dividing the density of each experimental condition by that from control sample. For each
protein, data are expressed as the mean of the fold change and standard deviation obtained
from at least three independent experiments.

Confocal microscopy

Cells were grown on glass coverslips and at the end of incubation period were fixed in 4% para-
formaldehyde in PBS and incubated with 0.1% Triton X-100 for permeabilization. Immunola-
beling with primary antibody was performed by incubation at room temperature for 1h.
Secondarylabeling was performed with Alexa Flour 594, conjugated to anti-rabbit IgG and
Alexa Flour 488 (Invitrogen). Coverslips were then mounted on slides with DAPI-containing
mounting medium. Lysosomes were stained by loading cells with 50 nM lysotracker red (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) for 1 h before the end of the
experiment. The cells were then fixed and permeabilized as described above. Imaging was per-
formed with a Leica TCS SP5 laser-scanning confocal microscope with LAS-AF imaging soft-
ware, using a 63X oil objective. Quantification of the confocal images was performed by using
Image] v1.46 software (NTH Image) with co-localization analysis plugins for the quantitative
co-localization study (Wright Cell Imaging Facility).

RT-gPCR

RNA extraction was carried out using the Trizol reagent (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s recommended protocol. Two pg of total
RNA were reverse transcribed with Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche Applied
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Science, Mannheim, Germany). Real-time quantitative PCR was performed to amplify between
25 and 100 ng of cDNA using the following pairs of primers: human NSE sense 5'-GGCTAC
ACGGAAAAGATCGTTATT-3" and antisense 5'-GAAGGATCAGTGGGAGA CTTGAA-3";
human LAMP2 sense 5" -TGCTGGCTACCAT GGGGCTG-3" and antisense 5 -GCAGCTGC
CTGTGGAGTGAGT-3"; ATG sense5 -CAACTTGTTTCACGCTATATCAGG-3" and anti-
sense 5 -CACTTTGTCAGTTACCAA CGTCA-3’, human LC3 sense5'-TGTCCGACTTATT
CGAGAGCAGCA-3" and antisense 5'-TTCACCAACAGGAAGAAGGCCTGA-3’, human
188 sense5 -GTAACCCGTTGAACCCCATT-3" and antisense 5'-CCATCCAATCGGTAG
TAGCG3 on the7500 FAST Real Time PCR System (Applied Biosystems) with SYBR Green
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Target gene expression was normalized to 18S levels
in respective samples as an internal control.

siRNA

Cells were transfected in Opti-MEM®) I Reduced Serum Medium (Gibco, Thermo Fisher Sci-
entific) containing 4 pg Lipofectamine ® RNAIMAX (Invitrogen, ThermoFisher Scientific)
with 100 nM of specific siRNA or control scrambled duplex for 12 h according to the manufac-
turer’s protocols. The sequences of siRNAs used in this study were: LAMP2 5'-GCUGUGCG
GUCUUAUGCAUATAT-3" and ATG5: 5-GUGAGAUAUGG UUUGAAUAATAT-3" (Invitro-
gen, ThermoFisher Scientific, Alcobendas, Spain). For Beclin1 specific Silent Select siRNA was
used (Ambion, ThermoFisher Scientific, Alcobendas, Spain). Then the medium was removed
and replaced by RPMI containing 10% FBS (control) or serum-free medium (NE) and cultured
for 72 h. Afterwards, the cells were transfected a second time using the same conditions and
maintained in culture for an additional 72 h. At the end of the incubation, the cells were used
for western blot or cell viability assays.

Cell viability assay

For cell viability assays cells were seeded in a 12-well plate at a 50,000 cells per well and main-
tained for 48 h. Then the medium was changed for another medium without antibiotic and
with or without 10% fetal bovine serum, cells were transfected with the corresponding siRNA
and maintained in culture for 6 days. Cell viability was assayed by colorimetric MTT assay.

Statistical Analysis

All statistical analyze of the microarray data was carried out using R (Smyth GH 2005) in the
Genomics Unit of the Spanish National Center for Cardiovascular Research (CNIC, Madrid,
Spain). For the rest of the analyses, data are presented as the mean + S.D. of at least three sepa-
rate experiments. Statistical significance between groups was tested by Students two-tailed and
paired t-test using Instat software (Graphad SofwareStat Software, San Diego, CA, USA). Dif-
ferences among groups were considered significant when P<0.05 or P<0.01 as indicated.

Results

Serum deprivation induces neuroendocrine differentiation of LNCaP
cells

LNCaP cells underwent neuroendocrine (NE) differentiation by serum deprivation of culture
medium for 6 days (hereafter called NE cells). BIII Tubulin (BIII Tub) and neuron-specific eno-
lase (NSE) levels were assessed as NE markers. Serum depletion increased the protein levels of
BIII Tub and NSE in LNCaP cells in a time-dependent manner (S1 Fig), reaching maximum
values at 6 days of serum deprivation. Therefore, LNCaP cells cultured in serum-free medium
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for 6 days were chosen for the rest of the studies as a NE differentiation model. In accordance
with previous reports showing a reduced expression and /or activity of AR [36], NE cells
showed a decreased AR expression besides to increased NE markers (Fig 1A). We then assessed
the levels of NSE mRNA in NE and control cells by qRT-PCR (Fig 1B) and verified that
increased protein levels of NSE correlated with enhanced levels of NSE mRNA in NE cells. In
addition, and according to previously reports [18], we corroborated that the neuroendocrine
phenotype of LNCaP cells is reversible since the levels of NE markers rise when SF medium is
replaced with a complete medium and cells are maintained in culture for an additional 6 days
(Fig 1C).

Differential gene expression in neuroendocrine differentiated LNCaP
cells

In order to determine the gene expression profile of NE cells and the differentially expressed
genes (DEGs) in NE cells versus control cells, we used cDNA microarray technology. From
15,450 genes analyzed in the microarray, 404 of them were differentially expressed in NE cells
versus control cells. Among them, 155 genes were up-regulated and 249 genes were down-reg-
ulated in NE cells. The list of DEGs in NE cells is shown in supplemental data (S1 and S2
Tables). The analysis of differentially expressed genes corroborated the up-regulation of the
NSE gene in NE cells. The functional analysis of DEGs using GSEA v2.2.2 software identified
four categories of Biological Process (GO:BP) enrichment in NE cells. The enriched genes of
“Anatomical_Structure_Development” and “Signal_Transduction” are shown in supplemental
data (52 Fig and S3 Table). Signal transduction enrichment was due to 22 DEGs from which
interleukin 1P (IL1p) and a glutamate ionotrophic receptor kainate type (GRIK1) were the
most over expressed genes in NE cells, and cyclin A2 (CCNA2), topoisomerase 2A (TOP2A)
and neuromedin U (NMU) were the most down regulated genes in these cells (52 I'ig and S3
Table). By contrast, the category Molecular Function (GO:MF) did not result in any outcome;
whereas the Cellular Component (GO:CC) category identified an enrichment in membrane
components (“Intrinsic_To_Membrane” and “Integral_To_Membrane”) (Fig 2 and Table 1).
Membrane component enrichment was due to 31 DEGs genes (I'ig 2), from which 19 genes
were up-regulated in NE cells (Table 1). Among the up-regulated genes, we detected high
expression of the lysosomal-associated membrane protein 2 (LAMP2), a membrane glycopro-
tein specific for late endosomes and lysosomes [37] which has been reported to be critical for
lysosomal stability and lysosomal degradation of autophagic vacuoles [22, 38].

Confirmation of LAMP2 up regulation in neuroendocrine differentiated
LNCaP cells

To validate the observed LAMP2 up-regulation in NE cells, we assessed LAMP2 protein
expression by western blot and mRNA expression by quantitative RT-PCR, showing that NE
cells overexpressed both LAMP2 protein and mRNA (Fig 3A and 3B). LAMP2 was observed as
a completely glycosylated mature form (~ 110 kDa) and less glycosylated form (< 110 kDa).
Overexpression of LAMP2 in NE cells was then further evaluated by immunofluorescence
analysis. Confocal microscopy and quantitative analysis of confocal images showed a signifi-
cantly increase of LAMP2 immunoreactivity in NE cells (Fig 3C). LAMP2 accumulated perinu-
clearly as well as at the edge and at the extensions of NE cells. Since LAMP2 is a membrane
protein present in lysosomes, we used lysotracker, an acid-dependent dye, to determine co-
localization of LAMP2 and these acidic subcellular compartments (Fig 3D). Lysotracker stain-
ing quantification demonstrated increased fluorescence in NE cells suggesting an increase in
lysosomes as well as other acidic structures during the NE differentiation process. Moreover,
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Fig 1. Serum withdrawal i ibl docrine diffi iation of LNCaP cells. (A) LNCaP cells culturedin

serum-containing medium (C control cells) orin serum-free medium (NE, neuroendocrine cells) during 6 days were lysed and
neuron-specific enolase (NSE), BlIl tubulin (Bl Tub) and androgen receptor (AR) were measured in whole lysates by western blot.
GAPDH was used as a loading control. Densitometric analysis of the Western blot bands are shown on the right. (B) Quantification
of neuron-specific enolase (NSE) mRNA in control and NE cells by real time qRT-PCR. (C) LNCaP cells were grown in serum-
containing medium (C, control cells), serum-free medium (NE* cells) during 12 days or serum-free medium for the first 6 days and
then the medium was replaced by a serum-containing medium and cells were cultured for another6 days (NE+FBS). Thereafter,
cells were lysed and neuron-specific enolase (NSE) and Blil tubulin (BlIl Tub) were measured in whole lysates by Western blot.
GAPDH was used as a loading control. Densitometric analysis of the Western blot bands are shown on the right. Results are the
mean + S.D. of atleast three independent experiments (* p<0.05 and ** p<0.01 versus control cells and # p<0.05 versus
neuroendocrine cells, compared by the Student’s t test).

doi:10.1371/journal. pone 01629779001

the quantitative analysis of double-fluorescence staining revealed partial co-localization of
LAMP2 and such acidic structures. In spite of both LAMP2 and lysotracker fluorescence are
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Fig 2. Heat map showing enrict in k P from DEGs between NE and control
cells. DEGs between NE and control cells were functionally assessed using GSEA. Gene Ontology gene
sets were downloaded from the Broad Institute’s Molecular Signature Database (version 4.0). Enrichmenton
gene set “intrinsic _to_membrane”is shown. Up-regulated (red) and down-regulated (blue) genes in NE and

control cells are shown.

doi:10.1371/journal pone.062977.g002

notably increased in NE cells, quantitative analysis of co-localization showed a similar extent of
co-localization in control and NE cells. On the other hand, LAMP2 expression in plasma mem-
branes has been detected in blood and tumor cells [39, 410] and we cannot rule out increased

expression of LAMP2 in NE cells plasma membrane.

Autophagy is activated in neuroendocrine differentiated LNCaP cells

The elevated expression of LAMP2 in NE cells along with the previous knowledge of the critical
role of LAMP2 for the fusion of autophagic vacuoles with lysosomes [25] suggested that neuro-
endocrine differentiation might activate autophagy in LNCaP cells. To explore the status of

Table 1. List of genesincluded in the gene set "Intrinsic_to_membrane" that are UP- or DOWN-regulatedin neuroendocrine cells. FC*: Fold

change.
Symbol Gene D Gene NAME FC*
CPE 1363 | carboxypeptidase E 3,97
GPA33 10223 | glycoprotein A33 (transmembrane) 3,42
GRB10 2887 | growth factor receptor-bound protein 10 4,12
GRIK1 2897 | gl receptor, ionotropic, kainate 1 13,86
LAMP2 3920 | lysosomal-associated membrane protein 2 3,31
MAN1C1 57134 | mannosidase, alpha, class 1C, member 1 3,06
MDGA1 266727 | MAM domain containing glycosylphosphatidylinositol anchor 1 4,72
MME 4311 | membrane metallo-endopeptidase 3,61
MPP1 4354 | membrane protein, palmitoylated 1, 55kDa 5,31
NBEA 26960 | neurobeachin 3,82
NCAM2 4685 | neural cell adhesion molecule 2 3,18
NLGN1 22871 | neuroligin 1 3,58
OPRK1 4986 | opioid receptor, kappa 1 9,90
PLEKHB1 58473 | pleckstrin homology domain containing, family B (evectins) member 1 3,74
RHCE 6006 | Rh blood group, CcEe antigens 3,01
ROR2 4920 | receptortyrosine kinase-like orphan receptor2 3,74
SLC12A2 6558 | solute carrier family 12 (sodium/potassium/chloride transporters), member 2 3,24
SORL1 6653 | sortilin-related receptor, L(DLR class) A repeats-containing 3,60
TRPC1 7220 | transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 1 3,33
ATAD5 79915 | ATPase family, AAA domain containing 5 -2,68
BCL2L13 23786 | BCL2-like 13 (apoptosis facilitator) -2,66
BDKRB1 623 | bradykinin receptor B1 -3,87
CENPE 1062 | centromere protein E, 312kDa -15,75
EIF5A 1984 | eukaryotic translation initiation factor 5A -3,18
LMNB1 4001 | lamin B1 -8,29
SEC22C 9117 | SEC22 vesicle trafficking protein homolog C (S. cerevisiae) -2,80
SSH1 54434 | slingshothomolog 1 (Drosophila) -3,18
TM4SF1 4071 | transmembrane 4 L six family member 1 -15,42
TMEM48 55706 | transmembrane protein 48 -5,63
TMPO 7112 | thymopoietin -3,99
doi:10.1371/journal pone.0162977 1001
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Fig3. Ly | iated b protein 2 (LAMP2) is over-exp din docrine diffi iated
LNCaP cells. LNCaP cells were grown in serum-containing medium (C, control cells) or serum-free medium (NE,
neuroendocrine cells) during 6 days. (A) LAMP2 was measured in whole lysates of C and NE cells by western blot along with
neuroendocrine markers neuron-specific enolase (NSE) and BlII tubulin (Il Tub). GAPDH was used as a loading control.
Densitometric analysis of the Western blot bands are shown on the right. (B) Quantification of LAMP2 mRNA in control and
NE cells by real time qRT-PCR. Results are the mean + S.D. of at least three independent experiments (* p<0.05 versus
control cells compared by the Student's t test). (C) Detection of LAMP2 by immunofiuorescence (green). Nuclei are stained
with DAPI (blue). Inmunofluorescence was analyzed by confocal microscopy. Quantitative analysis of lysotracker and
LAMP2 was performed using ImageJ software (NIH).

doi:10.1371/journal. pone.0162977.g003

autophagy in NE cells, we determined the protein levels of microtubule-associated protein 1
light chain 3 (LC3) by western blot. During autophagy, the LC3 precursor is cleaved at its C-
terminus to form a truncated cytosolic form named LC3-1. LC3-1 is then conjugated with
phosphatidylethanolamine and bound to the autophagosome membrane to form LC3-I1.
Therefore, LC3-11 levels could be used as an autophagosome accumulation marker. However,
as autophagy is a dynamic process, increased levels of LC3-1I could also reflect a reduction in
autophagosome turnover or even induction of autophagy with impaired turnover ability. To
distinguish such situations, LC3-1I should be detected in the absence and in the presence of
inhibitor of lysosome activity such as lysosomal proteases E64 and pepstatin A or bafilomycin
Ay, which prevents LC3-II turnover by inhibiting lysosomal proteolitic activity and, in the case
of bafilomycin A, autophagosome-lysosome fusion [41]. Autophagosome turnover can also be
determined by measurement of the adaptor protein sequestosome 1 (SQSTM1/p62), a protein
that recruits ubiquitinated proteins to autophagosomes and whose levels inversely correlate
with activation of autophagy [41, 42]. NE cells showed an increase in LC3-11 and a decrease in
p62 levels compared with control LNCaP cells, and such variations were detected when E64
and pepstatin A or 100 nM bafilomycin A, was present in the culture medium during the last
three hours (53 I'ig and I'ig 4A), suggesting an induction of autophagic flux in NE cells.

To corroborate autophagy activation in NE cells, we labeled endogenous LC3 by immuno-
fluorescence (Fig 4B). Confocal microscopy images showed diffuse cytoplasmic staining of LC3
in control cells and a punctuate LC3 pattern in NE cells, and as expected such switch was nota-
bly stronger when bafilomycin A, was present. Quantitative analysis of confocal images
revealed a significant increase of LC3 immunostaining in NE cells corroborating western blot-
ting results. It should be note that bafilomycin A, treatment exerted a significantly lower accu-
mulation of LC3 immunostaining in control than in NE cells, suggesting that autophagic flux is
greater in NE cells than in control cells.

Although the transcriptional regulation of autophagy has not been closely correlated with
functional autophagy, new studies propose a post-transcriptional regulation at the level of gene
expression, particularly in long-term autophagic response and in genes involved in the later
stages of autophagy [43]. Using qRT-PCR, we determined the mRNA levels of the ATG5 and
LC3 genes, which are required for phagophore expansion and autophagosome formation,
respectively (Fig 4C). We detected enhanced levels of ATG5 and LC3 mRNA suggesting up-
regulated expression of both genes in NE cells. In the case of LC3, increased mRNA levels cor-
relate with greater protein content, suggesting that transcriptional induction may be necessary
to replenish the LC3 protein that is turned over during autophagy flux activation.

Autophagy inhibition prevents neuroendocrine differentiation of LNCaP
cells

To assess the role of autophagy activity on neuroendocrine differentiation of LNCaP cells, we
silenced Beclinl, an autophagy gene which interacts with class III PI3K to initiate autophago-
some formation, and Atg5, which form part of the complex Atg5-Atg12/Atg16L involved in
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Fig 4. Autophagy is acti din docrine diffi iated LNCaP cells. LNCaP cells were grown in serum
containing medium (C, control cells) or serum-free medium (NE, neuroendocrine cells) during 6 days, and when indicated
100 nM Bafilomycin A; was added to the culture medium for the last three hours. (A) Autophagy activation markers, LC3 and
p62, along with neuroendocrine markers NSE and BlIl Tub were measuredin whole lysates of C and NE cells by Western
blot. GAPDH was used as a loading control. Densitometric analysis of the Western blot bands are shown on the right. (B)
Detection of LC3 protein by immunofluorescence (green) and nuclei with DAPI (blue). Inmunofluorescence was analyzed by
confocal microscopy. Quantitative analysis of LC3 was performed using ImageJ software (NIH). (C) Quantification of LC3
and Atgs mRNA in control and NE cells by real time gqRT-PCR. Results are the mean + S.D. of at least three independent
experiments (* p<0.05 and ** p<0.01 versus control cells and # p<0.05 versus neuroendocrine cells, compared by the
Student's ttest).

doi:10.1371/journal pone 0162977 g004

LC3 lipidation (Fig 5). Loss of expression of Beclin 1 and Atg5 was verified by Western blot-
ting. Next, we evaluated autophagy activity by measuring LC3 and p62 protein levels. Beclinl
and Atg5 silencing resulted in accumulation of p62 protein in both control and NE cells, dem-
onstrating an efficient blockage of autophagy. In the case of LC3 levels, we observed that
Beclinl and Atg5 knockdown exerted opposite effect, while Beclinl knockdown decreased
LC3I protein levels, Atg5 elicited notably accumulation of LC31 in both control and NE cells.
Regarding NE markers, Beclin 1 and Atg5 knockdown significantly reduced NSE protein levels
in NE cells and, in a less extent, those of BIII tub. Taken together, those results clearly demon-
strate that autophagy activity supports NED of LNCaP cells.

LAMP2 knockdown prevents autophagy, neuroendocrine differentiation
and survival of LNCaP cells

To answer the question of whether LAMP2 up-regulation is required to induce NED and
autophagy in LNCaP cells, LAMP2 was knocked down in control and NE cells by interference
RNA. Loss of expression of LAMP2 in cells transfected with siLAMP2 was verified by Western
blotting (Fig 6A). Silencing of LAMP2 in NE cells significantly decreased the levels of the neu-
roendocrine marker BIII Tub but not those of NSE. Autophagy activity was evaluated by mea-
suring p62 levels in whole lysates. siLAMP2 resulted in an accumulation of the cargo protein
p62 in both control and NE cells, indicating that knocking down of LAMP2 blocks the fusion
of autophagosomes and lysosomes, as has been previously reported [25]. In addition, LAMP2
knockdown significantly reduced cell viability of both control and NE LNCaP cells (Fig 6B).
These findings strongly support a role of LAMP2 on autophagy activity as well as on survival
and NED of LNCaP cells.

Autophagy inhibition decreases LAMP2 levels and survival of
neuroendocrine differentiated LNCaP cells

Next, we determine whether autophagy activity play a role in regulating LAMP2 expression.
We examine LAMP?2 protein levels in Beclinl and AtgS5 silenced control and NE LNCaP cells
(Fig 7A). Blockage of autophagy by knocking down Beclinl or Atg5 significantly decrease
LAMP?2 protein levels in NE cells. A similar effect was also observed in control LNCaP cells.
Since LAMP2 knockdown elicited a dramatic decrease in cell survival, we examine cell viability
in Beclin1 and Atg5 silenced cells (Fig 7B). Beclin1 knockdown significantly decreased survival
of both control and NE cell, whether such effect is related with diminished levels of LC3
observedin Beclin 1 silenced cells (Iig 5) should be further analyzed. In contrast, Atg5 knock-
down had no effect on viability of control LNCaP cells but significantly decreased cell survival
of NE cells. These results demonstrated that autophagy activity contributes to regulates
LAMP2 protein level and NE cells survival.
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of control and NE cells treated with siC or siLAMP2 was monitored by MTT assay. Results are the mean + S.D. of at least three
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doi:10.1371/journal. pone 062977 g006
Inhibition of AKT blocks autophagy and prevents overexpression of
LAMP2 and neuroendocrine differentiation of LNCaP cells

We and others have reported the importance of the PI3K/AKT/mTOR pathway for NE differ-
entiation [20, 44, 45]. In addition, we have very recently demonstrated that serum deprivation
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SIATGS (right) was monitored by MTT assay. Results are the mean + S.D. of three independent experiments (*
p<0.05 versus siC transfected control cells and # p<0.05 and ## p<0.01 versus siC transfected neuroendocrine
cells, compared by the Student’s t test).

doi:10.1371/journal pone 0162977 .g007

of LNCaP cells increases AKT phosphorylation at Ser473 as well as the phosphorylation of its
downstream signaling protein S6, which correlates with the increase in NE markers expression

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0162977 September 14,2016 16/24

196



Publicaciones

@PLOS | ONE

LAMP2 Up-Regulation in Neuroendocrine Prostate Cancer

[46]). Here, and to gain a deeper understanding of the relationship between LAMP2, autophagy
and NE differentiation of LNCaP cells, we investigated the effect of the pharmacological inhibi-
tion of AKT on autophagy, LAMP2 and NE markers expression in LNCaP cells (Fig 8). In
some conditions, cells were treated with Bafilomycin A, during the last three hours in culture
in order to block autophagy flux for better recover LC31I signal. Treatment of cells with the
selective AKT inhibitor IV resulted in accumulation of the cargo protein p62, and a decrease of
the expression of LAMP2 and NE markers in NE cells, indicating that AKT activity regulates
autophagic flux, LAMP2 expression and neuroendocrine differentiation.

Discussion

NED is one of the hallmarks of advanced castration-resistant prostate cancer and has been pro-
posed as a mechanism of resistance to current therapies [8]. Using expression microarrays, we
have identified 404 genes differentially expressed between NE-differentiated and non-differen-
tiated LNCaP cells. Among them, 155 genes were up-regulated including LAMP2, and 249
genes were down-regulated in NE cells.

LAMP2 plays an important role in lysosomal stability as well as in autophagy. Lysosomes
are cellular compartments that digest and recycle materials and cancer cells are dependent of
effective lysosomal function [17]. A reduction of LAMP2 protein levels triggers lysosomal
membrane permeabilization and sensitizes cells to the lysosomal cell death pathway [48]. Sev-
eral lines of evidence associate enhanced levels of LAMP2 with tumor progression. The major-
ity of cancer cells display LAMP2 expression and, surprisingly, the prostate along with the
thyroid gland are the tissues which show the strongest immunoreativity against LAMP2 (the
human protein atlas; http://www.proteinatlas.org/). In colorectal cancer epithelium, LAMP1
and LAMP2 levels are increased, suggesting that LAMPs are related to neoplastic progression,
but there is no direct association between such up-regulated expression and cell proliferation
[49]. Our results show that in NE cells, LAMP2 is up-regulated, both at the level of mRNA.
This overexpression was accompanied by increased autophagy activity. In addition, knock-
down of LAMP2 hampered NED, as demonstrated by the decreased levels of NE markers, cell
survival and prevented autophagy, as demonstrated by p62 protein accumulation. To our
knowledge, this is the first report showing the involvement of LAMP2 in NE differentiation of
prostate cancer cells. Lysosomes are the terminal degradative compartment for autophagy and
LAMP2 plays a critical role in the fusion of autolysosomes with lysosomes to form the hybrid
structure called autophagolysosome. Reduced fusion has been shown in cells depleted of
LAMP2 as demonstrated in LAMP2 knockout mice which showed accumulation of autophagic
vacuoles in several tissues [25] and in patients with Danon disease [26, 27]. The increased
expression of LAMP2 could help NE cells increase the fusion activity between lysosomes and
autophagosomes, leading to the increased autophagy activity shown in NE cells and constitut-
ing a survival signal for NE cells. In breast tumors, LAMP-2A overexpression leads to CMA
activation and cancer cell survival [50]. Moreover, Kon et al. have been shown overexpression
of LAMP-2A and CMA activation in more than 40 different types of human tumors when
compared with normal tissue surrounding the tumors. In line with this, blockage of CMA
reduces the metastatic capacity of lung cancer cells due to the reduced capacity of tumor cells
to sustain their enhanced metabolic activity [51]. However, we have not investigated whether
CMA was enhanced in NE cells. This question will be addressed in future studies.

LAMP2 expression is not exclusive of lysosomal and late endosomal membranes. It can also
be associated to the cell plasma membrane. Human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) have been shown to express LAMP2 in their plasma membrane. Moreover, stimula-
tion of PBMC with the lectin phytohaemagglutinin increased LAMP2 levels, a rise which was
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control cells) or serum-free medium (NE, neuroendocrine cells) during 6 days. Cells where treated with
vehicle (vhe) or 1 uM AKT inhibitor IV for 6 days. When indicated, cells were treated with 100 nM bafilomycin
A, for the last three hours in culture. Thereaftercells were lysed and autophagy markers, LC3 and p62,
LAMP2 and neuroendocrine markers, NSE and BlIl Tub, were measuredin whole lysates by Western blot.
GAPDH was used as a loading control. Densitometric analysis of the Western blot bands are shown on the
right. Results are the mean + S.D. of at least three independent experiments (* p<0.05 and **p<0.01 versus
not treated control cells and # p<0.05 versus not treated neuroendocrine cells, compared by the Student's t
test).

doi:10.1371/journal pone 0162977 9008

involved in PBMC adhesion to vascular endothelium [39]. More recently, Damaghi et al. have
shown LAMP2 overexpression in plasma membranes of MCF-7 breast cancer cell line, adapted
to grow in acidic conditions, both in vitro and in vivo [10]. They extended their studies to
breast cancer patients and showed enhanced levels of LAMP2 in breast cancer tumors as com-
pared to normal tissue. This increase correlated with increased tumor progression. The authors
explain the overexpression of LAMP2 as an adaptation mechanism to chronic acidosis in the
tumor microenvironment, since depletion of LAMP2 is sufficient to increase acidosis-mediated
toxicity and, interestingly, tap-water bicarbonate sodium therapy reduces LAMP2 expression.
They propose the use of LAMP2 as a marker to quantify the presence of acidity in biopsies of
solid tumors as well as a novel therapeutic target [40]. It is important to note that in TRAMP
mice, an animal model of prostate cancer that displays NE differentiation, systemic sodium
bicarbonate buffer administration inhibits carcinogenesis [52]. It will be interesting to investi-
gate the expression levels of LAMP2 in tumors of this prostate cancer animal model to eluci-
date its possible role in tumor progression, and extend these studies to other NE prostate
cancer models such as xenografts.

Macroautophagy (here referred to autophagy) has emerged as a way to elude cancer therapy
and to promote tumor progression [32, 33]. Prostate cancer treatments such as ADT, taxane
and kinase inhibitors usually induce autophagy conferring resistance of the prostate cancer
cells to therapy. Hence, pharmacological inhibition of autophagy in combination with current
prostate cancer therapies or chemotherapy drugs may improve prostate cancer treatments
[34]. Here, we show significant increase of ATG5 and LC3 mRNA levels as assessed by
qRT-PCR that correlates with increased levels of LC3 protein and elevated autophagy flux, as
assessed by decreased levels of p62 in NE cells. In addition, the pharmacological and molecular
inhibition of autophagy, besides blocking autophagy flux, prevents NE differentiation of
LNCaP cells, as shown by decreased levels of NE markers as well as cell survival. These results
demonstrate that autophagy activation is required for survival and NE differentiation of
LNCaP cells. The importance of PI3K/AKT/mTOR pathway on autophagy regulation is well
established [53]. During starvation, mTOR is inhibited allowing autophagy to be activated. Sur-
prisingly, here we observed that autophagy is activated in NE cells along with PI3K/AKT/
mTOR activation, maybe because, as has been previously described [54], in prolonged starva-
tion systems mTOR reactivation is required for the degradation of autolysosomes. We cannot
discard such possibility in our model of NED since serum-starvation lasts for 6 days. On the
other hand, Matsuda-Lennikov et al. have recently demonstrated that accumulation of AKT at
the lysosomal membrane is critical for autophagy induction [55]. It seems that spatial control
of AKT determines autophagy activity, thus AKT targeted to plasma membrane via class |
PI3K production of PtdIns(3,4,5)P5 inhibits autophagy, while AKT targeted the lysosome via
class ITT PI3K generation of PtdIns(3)P promotes autophagy [55, 56]. We showed that AKT
inhibition disrupts autophagy and NE differentiation of LNCaP cells, however we not known
AKT subcellular localization. Accordingly with our results, Fan et al. reported that AKT and
autophagy cooperate to promote survival of drug-resistance glioma [57].
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Autophagy activation is also reported in NE differentiation induced by IL-6 treatment of
LNCaP, conferring resistance to etoposide treatment [58]. IL-6 treatment down-regulates the
expression of REST (repressor element-1 silencing transcription factor) [58, 59], a neuronal
transcriptional repressor known to be down-regulated in neuroendocrine prostate cancer [60],
and the decreased levels of REST allow LNCaP cells to activate autophagy [58]. In our model of
NED, we did not observe changes in the expression of REST, suggesting that the driving force
to achieve the NE phenotype is quite different in IL-6-treated and serum-starved LNCaP cells.
In our model, we have demonstrated that serum-deprivation induction of NE marker expres-
sion is correlated with increased AKT activity and decreased AMPK activity and that the can-
nabinoid WIN 55,212-2 inhibits PI3K/AKT, resulting in AMPK activation and prevention of
NED [46]. In this study, we extend these results showing that the induction of autophagy by
serum starvation is dependent on AKT activity since AKT inhibitor IV blocks autophagy and
prevents overexpression of both LAMP2 and NE markers. A role of autophagy in protein traf-
ficking and secretion pathway has been proposed [61, 62], so the activation of autophagy and
LAMP2 overexpression observed in our model of NED could be related with the secretory
activity of neuroendocrine cells.

In summary, we describe, for the first time, the up-regulation of LAMP2 as a survival signal
for NE differentiation of LNCaP cells induced by serum deprivation during 6 days. LAMP2
could thus be a molecular component of NE differentiation and could be used as a NE marker.
Further studies are warranted in order to gain a better understanding of the complex NE differ-
entiation process.
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