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Abreviaturas:

2D: Bidimensional.

3D: Tridimensional.

ABCC1: Transportador de casete de unién a ATP C1.
ABCG2: Transportador de casete de unién a ATP G2.
ADT: Terapia de privacién androgénica.

AR: Receptor de andrégenos.

CaP: Cancer de préstata.

CRPC: Cancer de prostata resistente a la castracion.
CSC: Células madres cancerosas.

CYP17A1: Citocromo P450 17A1.

DAB: Diaminobencidina.

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
DHT: Dihidrotestosterona.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

EGF: Factor de crecimiento epidermal.

EMT: Transicién epitelio-mesénquima.

GS: Puntuacion de Gleason.

H&E: Tincidon de Hematoxilina y Eosina.

IFI: Inmunofluorescencia indirecta.

IHQ: Inmunohistoquimica.

ISUP: Sociedad Internacional de Patologia Urolégica.
LPI: Lisofosfatidilinositol.

MCRPC: Cancer de préstata metastasico resistente a la castracion.
MDR: Multirresistencia a drogas..

MEC: Matriz Extracelular.

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.
PBS: Buffer fosfato salino.

PCR: Reaccidn de polimerasa en cadena.

PDO: Organoides derivados de pacientes.

PFA: Paraformaldehido.

PIN: Neoplasia intraepitelial prostatica.

PSA: Antigeno prostatico especifico.

T: Testosterona.



Resumen

El cancer de préstata (CaP) corresponde al segundo diagnéstico mas comun de cancer a
nivel mundial y se espera que su incidencia aumente con el pasar de los afios. Para el
tratamiento de pacientes con CaP resistente a la castracion metastasico (MCRPC), se
destacan como terapias de primera linea las dirigidas al receptor de andrégenos (AR)
mediante el uso de enzalutamida y acetato de abiraterona, la cual se puede acompafar
por quimioterapia con docetaxel. Debido a su complejidad morfolégica, genética y
heterogeneidad celular; la eleccién de la terapia y tratamiento es todo un desafio
estableciendo la necesidad de modelos de estudios que ayuden en la seleccion vy
prediccion del mejor esquema terapéutico para el paciente. Dentro de los modelos de
estudio in vitro de CaP destacan los organoides derivados de pacientes (Patients Derived
Organoids, PDO) debido a sus ventajas respecto a otros modelos de estudio, sin
embargo, poco se ha descrito en PDOs con CaP acerca de la viabilidad celular posterior
a la administracion de farmacos, y su caracterizacidon con marcadores de células
troncales cancerosas (Cancer Stem Cells, CSC), transicion epitelio-mesenquimal
(Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT) y resistencia a multiples farmacos (Multidrug
resistance, MDR). Este estudio se centra en demostrar que los PDOs con CaP son un
modelo de cultivo en el cual se puede evaluar la viabilidad celular ante los farmacos
mencionados anteriormente mediante el ensayo de MTT y compararlos respecto a su
contraparte 2D, ademas de caracterizarlos con marcadores de troncalidad, EMT y MDR
mediante inmunohistoquimica (IHQ) cromogénica e inmunofluorescencia indirecta (IFI).
Este estudio también contemplé el desarrollo y mejora de protocolos de cultivo y
coleccion de PDOs. Los resultados obtenidos demuestran sensibilidad por parte de los
PDOs ante los farmacos anteriormente mencionados ademas de mostrar una tendencia
leve de mayor resistencia en comparacién a su contraparte 2D, estos resultados no
fueron significativos. La caracterizacion mediante IHQ cromogénica e IFl revelan
positividad para los marcadores de CSC CD44 y CD133. Este trabajo de investigacion es
uno de los primeros acercamientos a caracterizaciones y evaluaciones de viabilidad
celular de PDOs con CaP en el laboratorio de Oncologia Celular y Molecular de la
Universidad de Chile, sugiriendo mejoras en los protocolos desarrollados en este estudio
respecto a cultivo de PDOs para ensayos farmacolégicos, coleccién e IHQ cromogénica,
ademas de combinaciones de farmacos e inclusién de otros marcadores y técnicas que
permitan obtener resultados mas certeros con el fin de ayudar y participar en desarrollo
de la investigacion en la medicina personalizada.

Palabras claves: Cancer de préstata, organoides derivados de pacientes, viabilidad

celular, CSC, EMT, MDR, enzalutamida, acetato de abiraterona, docetaxel.



Abstract

Prostate cancer (PCa) is the second most common cancer diagnosis worldwide and its
incidence is expected to increase over the years. For the treatment of patients with
metastatic castration-resistant PCa (mCRPC), first-line therapies include those targeting
the androgen receptor (AR) using enzalutamide and abiraterone acetate, which can be
accompanied by chemotherapy with docetaxel. Due to its morphological and genetic
complexity and cellular heterogeneity, the choice of therapy and treatment is a challenge,
establishing the need for study models that help in the selection and prediction of the best
therapeutic scheme for the patient. Among the in vitro CaP study models, patient-derived
organoids (PDOs) stand out due to their advantages over other study models; however,
litle has been described in PDOs with CaP regarding cell viability after drug
administration, and their characterization with markers of cancer stem cells (CSC),
epithelial-mesenchymal transition (EMT) and multidrug resistance (MDR). This study
focuses on demonstrating that PDOs with CaP are a culture model in which cell viability
can be assessed against the drugs enzalutamide, abiraterone acetate and docetaxel by
MTT assay and compared to their 2D counterparts, In addition to characterizing them with
markers of CSC, EMT and MDR by chromogenic immunohistochemistry (IHC) and indirect
immunofluorescence (IFl). This study also contemplated the development and
improvement of PDO culture and collection protocols. The results obtained show
sensitivity of the PDOs to the aforementioned drugs as well as greater resistance to them
compared to their 2D counterpart. Characterization by chromogenic IHC and IFA revealed
positivity for the stemness markers CD44 and CD133. This research work is one of the
first approaches to characterization and cell viability evaluations of PDOs with PCa in the
Cellular and Molecular Oncology laboratory of the University of Chile, suggesting
improvements in the protocols developed in this study regarding PDO culture for
pharmacological assays, collection and chromogenic IHC, in addition to drug
combinations and inclusion of other markers and techniques that allow obtaining more
accurate results in order to help and participate in the development of research in

personalized medicine.

Key words: Prostate cancer, patient-derived organoids, cell viability, CSC, EMT, MDR,

enzalutamide, abiraterone acetate, docetaxel.



1. Introduccion.

1.1 La préstata

La prostata es un 6rgano con forma de piramide ubicado bajo la vejiga y delante del recto,
rodeando la uretra. Posee diferentes zonas histolégicas las cuales tienen distintas
implicaciones clinicas por las patologias que las pueden afectar. La zona de transicion se
encuentra cercana a la uretra prostatica y constituye el 5% del tejido prostatico normal,
sin embargo, esta zona aumenta considerablemente su porcentaje en los hombres
mayores debido a la hiperplasia prostatica benigna. La zona central corresponde a una
region en forma de cono entre la zona periférica y de transicidon, no es una zona comun
de procesos patolégicos pero puede verse afectada secundariamente por procesos
neoplasicos, mientras que la zona periférica corresponde a la zona mas externa de la
glandula, constituye el 70% del tejido prostatico normal y presenta gran relevancia clinica
ya que es el sitio de origen de la mayoria de las lesiones premalignas y de un 80% de los

carcinomas prostaticos [1, 2, 3].

1.2 Epidemiologia y factores de riesgo del CaP.

El cancer de préstata (CaP) corresponde al segundo diagnéstico de cancer mas frecuente
y la quinta causa de muerte por cancer entre los hombres en el mundo, con 1.414.259
casos nuevos y 375.304 nuevas defunciones en el afio 2020. La tasa de incidencia para
el ano 2020 fue tres veces mayor en paises con indice de desarrollo humano alto o muy
alto respecto a paises de indice bajo o medio (37.5 casos nuevos por 100.000 personas
v/s 11.3 casos nuevos por 100.000 personas), mientras que la mortalidad fue menos

variable (8.1 y 5.9 nuevas defunciones por 100.000 personas, respectivamente) [4, 5, 9].

Segun los datos otorgados por Globocan, en Chile la tasa de incidencia del CaP para el
afo 2020 fue de 56,7 casos nuevos por 100.000 personas, siendo el cancer que presento
mayor incidencia. La tasa de mortalidad del CaP en Chile para el afio 2020 fue de 14
nuevos decesos por cada 100.000 personas siendo la tercera causa de muerte por
cancer en hombres, solo por debajo del cancer de estémago y pulmén, los cuales
presentaron tasas similares (15.3 y 14.1 decesos nuevos por 100.000 personas,

respectivamente) [5].

Se espera que en el futuro aumente la incidencia del CaP, debido al incremento de la
esperanza de vida mundial y que uno de los principales factores de riesgo del CaP es la
edad avanzada. Otros factores de riesgo para desarrollar esta enfermedad son el

sindrome metabdlico, obesidad, pertenecer a grupos de raza afroamericana,



antecedentes familiares positivos de CaP y poseer mutaciones germinales en genes
asociados al sindrome de cancer de mama-ovario hereditario, tales como BRCA1 y
BRCAZ2 (aumentando el riesgo de por vida de tres a ocho veces mayor de padecer CaP),
asi como los genes asociados al sindrome de Lynch: MSH2, MSH6, MLH1 y PMS2, y
otros como HOXB13y ATM [6, 7, 8, 9].

1.3 Puntuacién de Gleason, grupo ISUP, progresion y terapia del CaP.

La mayoria de los CaP corresponden a adenocarcinomas, los cuales se clasifican segun
el sistema de puntuacion de Gleason (GS). Esta clasificacion se basa en el analisis de
patrones histolégicos de neoplasia a los cuales se le asigna un grado que va del 1 al 5
donde los patrones 1 a 3 se asocian a zonas que presentan estructuras glandulares bien
delineadas con distancias glandulares variables, el grado 4 comprende glandulas mal
formadas, fusionadas y/o cribiformes, mientras que el grado 5 se asocia a patrones de
crecimiento con ausencia de diferenciacion glandular y la presencia de comedonecrosis.
La GS se calcula sumando el grado mas comun y el grado mas alto en las biopsias [10].
En 2014 la Conferencia de clasificacion de Gleason de la Sociedad Internacional de
Patologia Uroldgica (ISUP) adoptd el concepto de grupos de grados de CaP (grados
ISUP) para alinear la clasificacion del CaP con la de otros carcinomas y resaltar las
diferencias clinicas de GS 7= 3+4 y GS 7= 4+3 otorgandoles un grado ISUP de 3 y 4

respectivamente [9, 11].

La transformacién maligna de la préstata comprende varios pasos, se inicia como una
neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) para luego seguir a un CaP localizado, avanzar a

un CaP con invasion local y finalmente desarrollar metastasis [1].

La progresion del CaP es favorecida por los andrégenos, por lo que la terapia de
privacion androgénica (ADT) es el principal tratamiento para CaP localizado de riesgo
intermedio [1, 6, 12]. La mayoria de los pacientes en primera instancia obtienen
beneficios de este tratamiento cuyas mejoras se pueden observar en la reduccion del
tamano del tumor y de los niveles del antigeno prostatico especifico (PSA), sin embargo,
después de 2 a 3 afos se produce resistencia a esta terapia y la enfermedad progresa a
cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC), el cual probablemente logre
desarrollar metastasis en el tiempo (MCRPC), donde el 90% de ellas se desarrollan en el
tejido 6seo [12, 13]. El progreso hacia la resistencia a la castracion se argumenta en el
surgimiento de células cada vez mas agresivas a partir de una pequefia poblacion de
células similares a células madres llamadas células troncales cancerosas (Cancer Stem
Cells, CSC), las cuales presentan caracteristicas de autorrenovacion y diferenciacion, por

lo que se cree que la tumorogénesis, heterogeneidad tumoral y resistencia terapéutica es



responsabilidad de dichas células [14, 15], mientras que la metastasis se ve favorecida
por el proceso de transicidon epitelio-mesénquima (Epithelial-Mesenchymal Transition,
EMT), el cual permite que las células se diseminen usualmente a los linfonodos

adyacentes, seguidos de metastasis en el higado, pulmén y huesos [1].

Para el tratamiento de pacientes con mCRPC, se destacan como terapias de primera
linea las dirigidas al receptor de andrégenos (AR), siendo el acetato de abiraterona, un
inhibidor de la enzima citocromo P450 17A1 (CYP17A1), enzima critica en la sintesis de
androgenos extragonadales y testiculares [16], clave en la mejora de la calidad de vida,
control del dolor y reduccién de complicaciones 6seas atribuibles a la metastasis. La
enzalutamida es un inhibidor de la senalizacion del AR capaz de impedir su translocacion
nuclear, la unién al DNA vy el reclutamiento de coactivadores, ademas posee una mayor
afinidad por el AR que la testosterona (T) induciendo la reduccion del tumor [17] y
aumentando la supervivencia global. La quimioterapia también es una opcion para el
tratamiento de mCRPC, donde se destaca el uso de docetaxel, un taxano que se une
con alta afinidad a la tubulina interrumpiendo la dinamica de los microtubulos, resultando
en la detenciéon del ciclo celular entre la etapa G2 y M inhibiendo la proliferacién e
induciendo la muerte celular [18], este farmaco también ha mostrado una mejora en la

supervivencia global [7].

Debido a su complejidad morfolégica, genética y heterogeneidad celular, la eleccién de la
terapia y tratamiento se convierte en todo un desafio, estableciendo la necesidad de
modelos de estudios que ayuden en la seleccion y prediccion del mejor esquema

terapéutico para el paciente. [12]

1.4 Modelos de estudio del CaP.

Los tumores solidos crecen de manera tridimensional en presencia de un microambiente
tumoral constituido por células no tumorales y matriz extracelular (EMC). Las células
tumorales estan sometidas a condiciones subdptimas de crecimiento como hipoxia,
ademas de estar influenciadas por el contacto célula-célula y una variedad de sefales

tumorales y no tumorales [19].

En los ultimos afos los esfuerzos en lo que respecta a modelos de cultivo se han
centrado en intentar reconstruir el microambiente tumoral, incluyendo las interacciones
del tumor con el estroma, la adhesion intercelular y su sefializacién [19] focalizando los
esfuerzos hacia el desarrollo y mejora de los modelos de estudio in vitro que permitan
imitar el microambiente tumoral junto con otorgar una mejor reproducibilidad y menor

inversion de tiempo en su establecimiento [20].



Se pueden destacar dentro de los modelos preclinicos de estudio del CaP in vitro a los
cultivos de lineas celulares comerciales tradicionales entre las cuales se encuentran
LNCaP, PC3, DU145, VCaP y NCI-H660. Las principales ventajas de estas lineas son su
amplia disponibilidad, su bajo costo, facilidad de edicion de genoma y su crecimiento
eficiente, a pesar de que se tiene un gran conocimiento de estas lineas, presentan
algunas desventajas, como la carencia de heterogeneidad celular, y que en ellas esta
ausente el microambiente tumoral e influencia del sistema inmune [12, 21]. Otro modelo
in vitro para el estudio del CaP corresponde a los cultivos primarios en 2D, los cuales son
cultivos desarrollados a partir de células provenientes directamente del tumor del
paciente, sin embargo, este tipo de cultivo también presenta desventajas, como la
ausencia de la mayoria de sefiales ambientales e inflamatorias y la posibilidad de pérdida
de caracteristicas originales del tumor debido a la adaptacion de las células para la
supervivencia in vitro, haciendo que muchas veces estas condiciones seleccionen clones
especificos que no son necesariamente representativos del tumor original limitando su

aplicacion en estudios preclinicos [16, 19].

Los organoides derivados de pacientes (Patients Derived Organoids, PDO) corresponden
a sistemas de cultivo que permiten a las células que provienen del tumor del paciente
interactuar entre si y con su entorno, generando estructuras tridimensionales. Se
destacan por conservar las caracteristicas fenotipicas, genotipicas y la heterogeneidad
celular del tumor, junto con conservar la capacidad de diferenciacion de células
epiteliales. Se ha demostrado que los modelos PDO mantienen una alta concordancia de
mutaciones y del perfil transcriptémico respecto a los tumores de pacientes de los que se
derivaron. Junto con esto, estudios anteriores sugieren que los PDO podrian ser mejores
predictores a la respuesta de farmacos como cetuximab o paclitaxel que los marcadores
genéticos o moleculares debido a la congruencia demostrada en la respuesta a dichos
farmacos por parte de los PDO y la desarrollada por los pacientes de los cuales
derivaron. A esto se suman estudios que han demostrado una alta correlacion de la
respuesta a farmacos y las alteraciones moleculares presentes en los PDO. Lo
mencionado establece una clara ventaja de los PDO como modelo preclinico respecto de
los modelos clasicos 2D. Sin embargo, una de las consideraciones o limitaciones que
presenta este modelo corresponde a que no esta presente la respuesta inmune del
paciente [12, 21, 24].

Considerando que un modelo in vitro de cancer deberia conservar las caracteristicas
fenotipicas, mutacionales y transcriptomica del tumor a estudiar, poder representar la

heterogeneidad celular del tumor de origen, imitar el microambiente tumoral y ser capaz
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de desarrollar una respuesta a farmaco que se correlacione a la del paciente, se destaca
a los PDO como el modelo in vitro que conserva mejor estas caracteristicas, ya que
permite el analisis en profundidad de la heterogeneidad celular, prometedor en cuanto a
la prediccion de la respuesta a farmacos y una posible herramienta en la toma de

decisiones terapéuticas en la medicina de precision [22].

1.5 Estudio de la viabilidad celular ante farmacos y caracterizacion de PDOs con
CaP en base a marcadores de células madres cancerosas, transicion epitelio

mesénquima y de resistencia a multiples farmacos.

En los ultimos anos el enfoque del estudio de organoides se ha centrado en la busqueda
de mejoras del cultivo con el fin de lograr un aumento en su tasa de éxito de
implementacién en varios estadios del CaP aparte del mCRPC. Junto a lo anterior, los
estudios también se han enfocado en la investigacién de la biologia que subyace al CaP
y en demostrar las similitudes del organoide en términos moleculares, morfoldgicos y por
sobre todo de la heterogeneidad celular y del microambiente tumoral respecto al tejido de
origen [12, 20, 23, 24]. Con respecto a los tratamientos, los estudios en organoides han
desarrollado el analisis y busqueda molecular de mecanismos de resistencia a los
medicamentos, como lo observado en el estudio de Beshiri et al., quienes demostraron
que PDOs de CaP con pérdida de dos copias de BRCA2 mostraban sensibilidad 100
veces mayor a olaparib en comparacion a los PDOs de CaP con pérdida de una sola

copia de este gen [12, 24].

Considerando las ventajas que otorga el modelo de PDOs, seria util e interesante
estudiar la viabilidad celular ante farmacos en PDOs de CaP desarrollados a partir de
cultivos primarios. Esto es una estrategia apropiada para evaluar la accion y eficacia de
medicamentos, ya que la mayoria repercute en procesos que la favorecen. Sumado a
esto, es importante comparar la viabilidad de PDOs con respecto al cultivo primario
debido a lo observado en otras investigaciones que sugieren una mayor resistencia a
farmacos por parte de los modelos 3D tal como se observé en estudios de cancer de

mama triple negativo [25].

Ademas de evaluar la viabilidad celular, también es necesario caracterizar las células que
componen los PDOs en base a marcadores moleculares implicados en distintas
caracteristicas y procesos que se asocien a la resistencia y progresion del tumor como la

troncalidad tumoral, EMT y multirresistencia a drogas (Multidrug resistance, MDR).

Las CSC corresponden a una pequefa proporcion de las células tumorales y se cree que

son las responsables de la resistencia a la quimioterapia y radioterapia, mal prondstico,
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metastasis y recaida de la enfermedad por su alta capacidad de supervivencia,
autorrenovacion y proliferacion. Estas células expresan marcadores de troncalidad como
CD133 y CD44, los cuales corresponden a marcadores de superficie celular [15, 26, 27];
y SOX2, uno de los principales factores de transcripcion encargado de mantener el
estado pluripotente de células embrionarias y que se encuentra sobreexpresado en las
CSC del CaP [28]. De acuerdo con lo anterior, resulta de utilidad analizar la presencia de

dichas células y observar cémo se distribuyen en el entorno 3D de PDOs de CaP.

La EMT corresponde a un programa de transdiferenciacion que se caracteriza por la
pérdida de caracteristicas epiteliales, entre ellas las moléculas de adhesién celular y la
polaridad apico-basal, y la ganancia de caracteristicas mesenquimatosas como la
polaridad antero posterior y la migracion e invasién mejoradas. Dentro de este proceso se
destaca la accion de los factores de transcripcion ZEB1 y Snail, las cuales inducen la
EMT en las células epiteliales a través de la represion transcripcional directa de
E-cadherina y otros componentes de union epitelial como ocludinas [29, 30]. Estas
proteinas se pueden usar como marcadores para evaluar células con caracteristicas de

EMT que compongan PDOs con CaP.

La multirresistencia a drogas (Multi Drugs Resistance, MDR) corresponde a mecanismos
moleculares por los cuales las células cancerosas se hacen resistentes a terapias. Se ha
informado la expresién elevada de los transportadores de salida de casete de union a
ATP (transportadores ABC) en una variedad de canceres humanos como el cancer de
mama, pulmoén y prostata. Estos transportadores utilizan la hidrélisis de ATP para
catalizar el transporte de una gran variedad de sustratos como medicamentos contra el
cancer, donde se han destacado transportadores como ABCC1 [13]. La expresioén in vivo
de ABCC1 se correlaciona con la resistencia a los medicamentos y/o mal prondstico en
multiples canceres. Se ha demostrado la capacidad de ABCC1 de transportar lipidos y
esteroides bioactivos lo cual puede sugerir la implicancia de este transportador en el
desarrollo y progresion del cancer. En el caso de células de CaP se demostré la
participacién de ABCC1 en un bucle autocrino donde las células tumorales son capaces
de estimular su propia proliferacion mediante la liberacion de lisofosfatidilinositol (LPI) y la
activacion del receptor acoplado a proteina G GPR55, ademas que la inhibicion de dicho
transportador disminuyé el crecimiento de células de CaP in vitro y aumenté su
sensibilidad al tratamiento con docetaxel in vitro e in vivo. [9], por lo que evaluar la
presencia de estos transportadores en las células que conforman PDOs permitiria

interpretar con mayor detalle los resultados de ensayos farmacoldgicos.
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Sin embargo, pese a lo mencionado anteriormente, poco se ha descrito en PDOs de CaP
obtenidos a partir de cultivos primarios respecto de la viabilidad celular posterior a la
administracion de farmacos ampliamente usados en el tratamiento del CaP como el
acetato de abiraterona, enzalutamida y docetaxel y su comparacion con modelos de
crecimiento 2D, ademas de su caracterizacion morfolégica con marcadores del eje
CSC-EMT-MDR.

13



2. Hipétesis

El modelo de organoides derivados de pacientes (PDO) con CaP permite evaluar
marcadores del eje CSC-EMT-MDR vy viabilidad celular en respuesta a enzalutamida,

acetato de abiraterona y docetaxel.

3. Objetivo general

Caracterizar PDOs con CaP obtenidos a partir de cultivo primario con marcadores de
CSC, EMT y MDR, y evaluar el efecto de enzalutamida, acetato de abiraterona vy

docetaxel sobre su viabilidad celular comparandolos con su contraparte 2D.
4. Objetivos especificos

a) Desarrollar y optimizar el protocolo de crecimiento, coleccidén y procesamiento de
PDOs a partir de cultivos primarios de tumores de pacientes con CaP para la
obtencion de cortes histologicos con su estructura conservada.

b) Caracterizar PDOs en base a marcadores de CSC, EMT y MDR mediante
Inmunohistoquimica (IHQ) cromogénica e inmunofluorescencia indirecta (IF1).

c) Evaluar la viabilidad celular en PDOs y en modelos 2D en presencia de

enzalutamida, acetato de abiraterona o docetaxel a través de ensayos de MTT.
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5. Materiales y métodos
5.1 Metodologia de cultivo.

El desarrollo de PDOs se realiz6 a partir de muestras de tejido metastasico de CaP
provenientes de cultivos primarios almacenados a -80°C en el laboratorio de Oncologia

Celular y Molecular codificados como N° 316 (ver carta de aprobacion Etica en punto 5.8)

Para el cultivo de PDOs se realizé6 una primera metodologia de cultivo, sin embargo,
debido a las dificultades en el proceso de coleccién de PDOs fue necesario incluir una
segunda metodologia que permitiera conservar la estructura de estos para la obtencion

de cortes.

La primera metodologia empleada para la caracterizacion de PDOs consistié en depositar
50 pyL de Matrigel ® (Corning, n° de cat. 356231), previamente descongelado a 4°C la
noche anterior a la siembra y mantenido en un soporte frio para evitar su gelificacion, en
una placa de 24 pocillos esparciéndose por toda la superficie de cada pocillo con una
pipeta Pasteur de punta curva para luego gelificar por 45 min a 37°C. Para la obtencion
de células del cultivo primario se precalenté en bafno termorregulado las soluciones de
buffer fosfato salino (PBS) 1X, tripsina (Fisher ChemAlert, n° de cat. T360-500) y DMEM
F12 (Gibco, n° de cat. 11320-033) 7% suero fetal bovino (Capricorn scientific, n° de cat
FBS-HI-12A) con 8 factores de crecimiento que corresponden a transferrina (Sigma, n° de
cat. T8158), insulina (MERCK, n° de cat. 11061-68-0), selenio (Sigma, n° de cat. S-1382),
vitamina A (Sigma, n° de cat. 68-26-8) y E (Sigma, n° de cat. T3251), hidrocortisona
(Sigma, n° de cat. H-4001), dihidrotestosterona (DHT; Sigma, n° de cat. A8380) y factor
de crecimiento epidermal (EGF; Sigma, n° de cat. 62253-63-8) a 37°C. Se evalud la
confluencia del cultivo y estando a un 100% se retiré el medio de cultivo, se lavé dos
veces con PBS 1X, se agregaron 2 mL de tripsina y se dejo incubar por 5 minutos a 37°C
para desprender las células. Terminado el tiempo se verific6 que se desprendiera la
totalidad de las células y se afadieron los mismos volumenes de medio de cultivo para
inactivar la tripsina, se resuspendié con pipeteo suave y se traspasoé el contenido de la
placa a un tubo falcon de 15 mL. El conteo de células se realizé con contador automatico
de células (Biorad, modelo TC20, Singapore). Se tomé un volumen de homogeneizado
que contuviera 20.000 células las cuales se depositaron 6 pocillos con Matrigel ®
gelificado de la placa de 24 pocillos y se agregd 500 uL de medio de cultivo. Los cultivos

se incubaron por 5 dias a 37°C a una atmodsfera humidificada con 5% de CO2.

La segunda metodologia de cultivo utilizada para caracterizar PDOs esta representada en

la figura 1. Una vez que cada cultivo primario consiguiera una confluencia del 100% se
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precalenté en bafo termorregulado las soluciones de PBS 1X, tripsina y DMEM F12 7%
con 8 factores de crecimiento a 37°C. Se retir6 el medio de cultivo, se realizaron dos
lavados con PBS 1x y se aplicaron 2 mL de tripsina para desprender las células de la
placa de cultivo. Posterior a este tiempo y asegurado el desprendimiento de todas las
células de la placa, se inactivd la tripsina agregando el mismo volumen de medio de
cultivo. Se depositaron 25 uL del homogeneizado obtenido en un tubo de 0,2 mL al cual
luego se le agregd 25 uL de Matrigel ®, previamente descongelado a 4°C la noche
anterior a la siembra y mantenido en soporte frio para evitar su gelificacion, los 50 uL de
la mezcla homogeneizado-Matrigel ® se depositd en el centro de un pocillo de una placa
de cultivo de 24 pocillos sin esparcirlo en ella, formando asi un domo el cual se gelificé a
37°C con la placa de cultivo invertida por 15 minutos para luego terminar de gelificar
durante 20 minutos en posicién normal, esto para favorecer la presencia de las células en
el interior del domo y no contactando con el plastico del pocillo de cultivo, una vez
gelificado se agregé 500 pL de medio de cultivo. El medio de cultivo fue renovado 2-3
veces por semana. Los PDOs se cultivaron durante 5 dias a 37°C a una atmésfera
humidificada con 5% de CO2. Los PDOs se cultivaron en 3 oportunidades a partir de 3

pasajes distintos del cultivo primario.

5 dias

» * ’
L .
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) > e K] ',' PDOs listos para
. 0 procesar.
7 &
— =3 — J/\

“‘\ I/ \ i
\@/ \d
\ / \ ﬁ’
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Cultivo primario. Adicion de

r " " )
Confluencia 100% tripsina homogeneizado Mix 1:1 Formacion de domos

1:1 tripsina-medio homogeneizado- homogeneizado-
de cultivo Matrigel Matrigel

Figura 1: Metodologia de cultivo 3D utilizada para la obtencion de PDOs con estructura
conservada a partir de cultivo primario. Una vez que el cultivo primario obtiene un 100% de
confluencia en la placa de 60 mm de diametro se afnadio tripsina para desprender las células de la
placa y se realizé6 un homogeneizado 1:1 con medio de cultivo de los cuales se obtienen 25 pL que
se depositan en un tubo de 0,2 mL para luego agregar 25 pL de Matrigel ® obteniendo un mix 1:1
con el fin de depositarlo en un pocillo de una placa de 24 pocillos formando un domo en su centro.
El cultivo se dejé crecer durante 5 dias permitiendo observar estructuras 3D de un tamafo
apropiado para procesar. Figura creada con Biorender.com

Para los ensayos de reducciéon de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), se requiri6 que los cultivos primarios de 4 pasajes distintos de la linea 316
obtuvieran un 100% de confluencia en placas de 60 mm de diametro. Se cultivaron PDOs

en placas de 96 pocillos precalentadas, los PDOs se cultivaron en 32 pocillos para probar
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6 concentraciones distintas para cada uno de los tres farmacos con su respectivo blanco
y control de dimetilsulféxido (DMSO), el experimento fue repetido en 4 ocasiones para 4
pasajes distintos donde cada cultivo de PDO tenia su respectiva réplica en 2D. La
metodologia de cultivo consistié en el depésito de 7uL de Matrigel ® con un volumen de
homogeneizado que contuviera 3.500 células y que no superase el volumen de Matrigel
® formando un domo en el centro del pocillo el cual se gelificé a 37°C por 45 minutos,
una vez gelificado se agregé 100 yL de DMEM F12 7% v/v con 8 factores de
crecimientos. El medio de cultivo se renové 2-3 veces por semana. Los PDOs se
cultivaron durante 5 dias a 37°C a una atmésfera humidificada con 5% de CO2 hasta la
incubacion con farmacos. En el caso de los cultivos 2D se agregaron 3.500 células en
cada pocillo junto a 100 yL de medio de cultivo, el cultivo se repiti6 para 4 pasajes
distintos y de manera cuadruplicada para las mismas condiciones que se mencionaron

para el cultivo 3D.

5.2 Coleccion de PDOs, fijacion en paraformaldehido, inclusion en parafina y

obtencion de cortes.

Para colectar los PDOs de la primera metodologia de cultivo, se precalenté colagenasa
(Gibco, n° de cat 17104-019) 0,2% p/v preparada en agua destilada, PBS 1X, DMEM F12
7% con 8 factores de crecimiento y el TrypLe (Gibco, n° de cat 12604-021) a 37°C. Para
disgregar el Matrigel ® se retird el medio de cultivo de los pocillos y se lavé con PBS 1X,
se agregaron 200 uL de colagenasa 0,2% p/v por pocillo y se incubd por 45 minutos a
37°C. Posterior a la incubacion se retird la colagenasa y se afadieron 200 yL de TrypLe
incubando por 10 minutos a 37°C para desprender los organoides. Finalizada la
incubacién se anadieron 200 yL de medio de cultivo para inactivar el TrypLe, se
homogeneizd suavemente y se traspasé a un tubo Eppendorf de 1,5 mL. Para la
obtencion de un pellet de PDOs se centrifugd por 3 minutos a 300 g, se retiré el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 200 uL de paraformaldehido (PFA; MERCK,
n° de cat. 1.04005.1000) 4% p/v en PBS 1X pH 7,1 y se fij6 durante 1 hora. Una vez
fijado se centrifugd por 3 minutos a 300g para obtener el pellet que contiene los PDOs
fijados. Con el fin de generar un bloque celular se calenté gelatina (MERCK, n° de cat
1.04070.0500) 8% p/v a 37°C de la cual se tomd un volumen de 100 pL para resuspender
el pellet de organoides fijados. Una vez gelificados los bloques celulares, se fijo la
gelatina con PFA 4% p/v en PBS 1X pH 7,1 por toda la noche, transcurrido este tiempo se
retiro el fijador y el bloque celular se colocé en un cassette histolégico para procesarlo en
procesador automatico de tejidos (Roundfin, RD-1301, Qiwing Street, Shengbei Dist.,

Shenyang, China) con el protocolo de procesamiento que comprendia un paso por etanol

17



70% v/v por 30 minutos, un paso por etanol 95% v/v por 30 minutos; tres pasos por etanol
100% v/v (Winkler, n° de cat. 155766), los dos primeros por 30 minutos y el ultimo por 45
minutos; tres pasos por Xilol (EQUILAB, n° de cat. 07XILOLAAAA0001), los dos primeros
por 30 minutos y el ultimo por 45 minutos y 3 pasos por parafina (MERCK, n° de cat.
1.116092504) liquida a 60°C, los dos primeros por 30 minutos y el ultimo por 45 minutos.
Ya impregnado el bloque celular en parafina, se procedid a realizar la inclusién definitiva
en parafina utilizando centro de inclusion (The Tissue-Tek TECTM 5, Sakura Finetek
USA, Inc, Japan) donde el bloque celular se posicioné en el centro de un molde pequefio
de inclusion para dispensar parafina liquida y luego solidificarla en una platina fria y asi
obtener un bloque de parafina con el bloque celular en su centro. Se obtuvo un corte de 3

pMm de grosor para H&E con el fin de observar si se conservo la estructura de los PDOs.

La coleccion de PDOs y su procesamiento hasta la obtencion de cortes en el caso de la
segunda metodologia se muestra en la figura 2. Con el fin de obtener cortes histolégicos
de los PDOs con su estructura conservada, se retird el medio de cultivo de los pocillos de
las placas de 24 pocillos y se realizé un lavado con PBS 1x para luego fijar los PDOs vy
Matrigel ® agregando en cada pocillo 300 yL de PFA 4% p/v en PBS 1x pH 7,1 por 10
minutos a temperatura ambiente. Posterior a esto se anadieron 400 pL de gelatina 8% p/v
en cada pocillo y se gelificé a 4°C por 20 minutos para luego con la parte posterior de una
punta P5000 extraer el disco de gelatina con los PDOs en el domo de Matrigel ® a modo
de punch e invertir el disco de gelatina para afiadir 100 pL de gelatina liquida en la base
del disco con el fin de sellarlo, se termind de gelificar por 20 minutos a 4°C. Una vez
obtenidos los discos de gelatina con Matrigel ® y PDOs completamente sellados, se
dejaron en cassettes histologicos rotulados con el niumero 316 o 459, la fecha de
coleccioén y el pasaje que tenia el cultivo para fijar la gelatina con PFA 4% p/v en PBS 1x
pH 7.1 por toda la noche a 4°C y luego ser procesados en procesador automatico de
tejidos con el protocolo de procesamiento que se describié anteriormente. Con los discos
de gelatina con PDOs en su interior ya impregnados en parafina, se procedi6 a realizar la
inclusion definitiva en parafina utilizando centro de inclusion donde se orienté en el centro
de un molde pequefio el disco de gelatina para dispensar parafina liquida y luego
solidificarla en una platina fria y asi obtener un bloque de parafina con los discos de
gelatina con PDOs en su interior. Se obtuvieron cortes de 2 ym de grosor usando
microtomo los cuales se extendieron en bafio termorregulado a 45°C, se recogieron en
portaobjetos y se visualiz6 en microscopio optico (Zeiss, modelo Axiolab 5, Suzhou,
China) la presencia de PDOs, si estos estaban presentes el corte se dejaba nuevamente
en el bafo y se tomaron con portaobjetos previamente silanizados para dejarlos secar por

una hora a 60°C en estufa. Para cada cultivo de PDO obtenido a partir de tres pasajes
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distintos de cultivo primario se obtuvieron 8 cortes seriados, 6 para los marcadores de

IHQ, 1 para HE y 1 para control negativo.

VAR AN A 4

/
PDOs con 5 dias Lavado con PBS Fijacion con PFA Adicion de Inversion de Sellado de base
de crecimiento. X. 4% p/vpH7.1. gelatina 8% p/vy disco mediante con gelatina 8% p/v
gelificacion. punch con punta y gelificacion.
P5000.
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Obtencion de cortes de  Inclusién de los discos Procesamiento cito-  Fijacién de gelatina con Identificacion y
2 pm. en parafina. histolégico en PFA 4% p/v pH 7.1 por  pocisionamiento del disco
procesador automatico toda la noche. en cassette.
de tejidos.

Figura 2: Procesamiento de PDOs en discos de gelatina para la obtencion de cortes
histolégicos. Tras 5 dias de crecimiento de los PDOs, se procedi6 a lavar con PBS 1X para fijar
el Matrigel ® y PDOs con PFA 4% p/v pH 7,1 para luego anadir gelatina 8% p/v y gelificar, una vez
gelificado se invirti6 el disco mediante un punch por la parte posterior de una punta P5000 con el
fin de sellar la base con gelatina 8% p/v, el disco completamente sellado se posiciond en cassette
histologico y se identificé con el numero del cultivo, la fecha de coleccién y el pasaje, se fijo la
gelatina en PFA 4% p/v pH 7,1 por toda la noche para luego ser procesado en procesador
automatico de tejidos, realizar la inclusion definitiva en parafina y obtener cortes de 2 ym de
grosor. Figura creada con Biorender.com

5.3 Hematoxilina & Eosina, Inmunohistoquimica cromogeénica e

Inmunofluorescencia indirecta.

Una vez secos los cortes, se desparafinaron en 3 cambios de Xilol, el primero por 10
minutos y los dos siguientes por 5 minutos, los cortes se rehidrataron en una bateria
descendentes de etanoles 100, 100, 95y 70% v/v por 5 minutos cada uno y se dejaron

en agua destilada.

Para la tincion con H&E los cortes se tifieron con hematoxilina (Leica, n° de cat 3801561),
previamente filtrada, por 5 minutos para luego sumergir los cortes brevemente en agua
corriente y virar por 30 segundos la tincion en tetraborato de sodio decahidratado
(MERCK, n° de cat. 1303-96-4) saturado. Se evalud la tincién nuclear en el microscopio
optico de luz y se lavdé brevemente en agua destilada para tefir los cortes con eosina Y
(MERCK, n° de cat. 17372-87-1) 0,1% p/v en etanol 70% v/v, previamente filtrada, por 15

segundos, finalizado este tiempo se evalud la tincién citoplasmatica en el microscopio
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Optico de luz. Posterior a esto, se deshidrataron los cortes en pasos rapidos de etanol
ascendentes (70, 95, 100 y 100% v/v) y luego por 2 pasos rapidos en xilol para finalmente
montar con Eukitt (Fluka, n° de cat. 25608-33-7). Con el fin de limpiar el fondo de la
gelatina/Matrigel ® se opto por realizar digestion con colagenasa 0,2% p/v por 10 minutos
posterior a la recuperacién antigénica con buffer citrato de sodio preparado a partir de
acido citrico trisédico dihidratado (Sigma, n° de cat. C-7254) pH 6,0 en el caso de los

cortes de PDOs cultivados y procesados con la segunda metodologia.

Para la técnica de IHQ cromogénica los cortes se sometieron en primera instancia a
recuperacion antigénica por 30 minutos en buffer citrato de sodio pH 6,0 calentado a 90°C
mediante el uso de vaporera (Oster, modelo 5711-052), una vez finalizada la recuperacién
los cortes se lavaron en 3 cambios de PBS 1X por 5 minutos cada uno, para luego dejar
los cortes en camara humeda y delimitar sus alrededores con lapiz hidréfobo (ImmEdge,
n° de cat. H-4000). Luego se incub6 con colagenasa 0,2% p/v por 10 minutos para
eliminar el fondo por el Matrigel ®. Posterior a esto se bloqueé la peroxidasa enddgena
con peroxido de hidrogeno (Hes) 0,3% v/v en metanol (Winkler, n° de cat.101510) por 30
minutos a temperatura ambiente, se lavaron los cortes 3 veces en PBS 1X por 5 minutos
cada uno y se bloqueé la reactividad inespecifica con suero equino 2,5% p/v (Vector
laboratories, n° de cat. 30022) por 30 minutos a temperatura ambiente, posterior a esto
se retird el exceso de suero de cada corte. La incubacién con el anticuerpo primario se
realizd durante toda la noche a 4°C, las diluciones y caracteristicas de los anticuerpos se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1: Anticuerpos utilizados para la caracterizacion de PDOs.

Anticuerpo Marca Catalogo Especie Localizacion Dilucién
Anti CD133 Abcam ab16518 Conejo Membrana 1:100
plasmatica y
citoplasma
Anti CD44 Abcam ab51037 Conejo Membrana 1:1000
plasmatica
Anti SOX-2 Abcam ab92494 Conejo Nucleo 1:100
Anti SNAIL Cell signaling 3879 Conejo Nucleo 1:100
Anti ZEB1 Abcam ab203829 Conejo Nucleo 1:100
Anti ABCC1 Cell signaling 14685 Conejo Membrana 1:100
plasmatica y
citoplasma
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Transcurrido este tiempo, se lavaron los cortes 3 veces en PBS 1X por 5 minutos cada
uno y se incubaron los cortes con el anticuerpo secundario Biotinylated Universal
Antibody, RTU. Anti mouse/rabbit IgG (Vector laboratories, n° de catalogo PK-7200) por 1
hora a 37°C. Finalizada la incubacién con el anticuerpo secundario se lavaron los cortes 3
veces en PBS 1X por 5 minutos cada uno y se incubd con el sistema de deteccion
Vectastain Elite ABC Reagent, R.T.U. (Vector laboratories, n° de catalogo 30083) por 30
minutos a temperatura ambiente, se lavaron los cortes 3 veces en PBS 1X por 5 minutos
cada uno y se incubd con el cromégeno Diaminobencidina (DAB) del kit Liquid DAB+
Substrate Chromogen System (Dako, n° de catalogo K3468) por 3 minutos a temperatura
ambiente protegido de la luz, la reaccion se detuvo lavando los portaobjetos en PBS 1X.
Los nucleos se contrastaron con hematoxilina de Mayer durante 5 minutos y el viraje de la
tincion se realizd con una mezcla 1:1 de carbonato de Litio (MERCK, n° de cat 554-13-2)
y carbonato de sodio (MERCK, n° de cat. 497-19-8) por 3 minutos. Los cortes se
deshidrataron en pasos rapidos de etanol ascendentes (70, 95, 100 y 100% v/v) y luego
por 3 pasos rapidos en xilol para finalmente montar con Eukitt. Debido al fondo generado
por el Matrigel ® se decidié anadir una digestion con 50 pL de colagenasa 0,2% p/v por

10 minutos a 37°C posterior a los lavados con PBS 1X de la recuperacion antigénica.

Para IFIl los cortes se sometieron a recuperacion antigénica por 30 minutos en buffer
citrato de sodio pH 6,0 mediante el uso de vaporera, una vez finalizada la recuperacion
los cortes se lavaron en 3 cambios de PBS 1X por 5 minutos cada uno, se delimitaron los
bordes de los cortes con lapiz hidréfobo para luego dejar los cortes en cdmara humeda y
aplicar 50 pL de colagenasa 0,2% p/v por 10 minutos a 37°C, se lavaron los cortes 3
veces en PBS 1X por 5 minutos cada uno y se bloqued la reactividad inespecifica con
Suero equino 2,5% p/v por 30 minutos a temperatura ambiente, posterior a esto se retird
el exceso de suero de cada corte. La incubacién con el anticuerpo primario se realizé
durante toda la noche a 4°C, las diluciones y caracteristicas de los anticuerpos se
muestran en la tabla 1, s6lo se modificaron las diluciones de los anticuerpos CD133 y
ABCC1 a 1:100 y 1:50 respectivamente. Transcurrido este tiempo, se lavaron los cortes 3
veces en PBS 1X por 5 minutos cada uno y se incubaron por 40 minutos a 37°C con el
anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 DaR (Life Technologies, n° de cat. A21207) para
todos los marcadores ya que todos los anticuerpos provenian de conejo, la dilucion
utilizada fue 1:100. Finalizada la incubacion con el anticuerpo secundario se lavaron los
cortes 3 veces en PBS 1X por 5 minutos cada uno y se incubdé con
4' 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI; Chem Cruz, n° de cat. SC-3598) a
una concentracion de 1,5 ug por mL de PBS 1X por 5 minutos seguido de dos lavados

con PBS 1X por 3 minutos cada uno.
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5.4 Obtencién de imagenes.

Las imagenes fueron obtenidas en microscopio 6ptico mediante el uso de camara digital
(Zeiss, modelo Axiocam 5) para las H&E e IHQ cromogénicas, en microscopio invertido
mediante el uso de camara digital para las imagenes de cultivos y en microscopio 6ptico
(Leica, modelo DM 2500) acoplado a una lampara de mercurio y camara digital (Leica,
modelo DFC425) para las IFl. El andlisis de la marca fluorescente se realiz6 con el

software Imaged 1.51w.
5.5 Incubacién con farmacos.

Las concentraciones utilizadas para las incubaciones con farmacos se escogieron en
base a lo descrito por Van Helmerick A. et al [32], para enzalutamida (Cayman, n° de cat.
915087-33-1) y acetato de abiraterona (MSN labs) fueron 0,1 pM, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM,
10 uMy 30 uM, mientras que las concentraciones utilizadas para docetaxel (Sigma, n°
de cat. 01885) fueron de 0,03 nM, 0,1 nM, 0,3 nM, 1 nM, 3 nM y 10 nM, estas
incubaciones se realizaron durante 48 horas. Una vez transcurridos los 5 dias de
crecimiento 3D y con los cultivos 2D a una confluencia del 100%, se realizé un lavado con
PBS 1X y se afnadieron 100 yL de DMEM F12 7% suero fetal bovino con 8 factores de
crecimiento en un pocillo mientras que a los otros se les afiadié 99 uL de medio de
cultivo. Un pocillo fue utilizado como control al cual no se le afadioé farmaco y se incluyo
un control de vehiculo de farmaco al cual se le afadié 1 yL de DMSO mientras que a los
demas pocillos se le afadié 1 uL de la concentracion de farmaco correspondiente 100
veces mas concentrado para que al momento de afadir 1 uL a los 99 yL de medio que
tenia ese pocillo se obtenga la concentracidon deseada. La distribucion de las
concentraciones de farmacos utilizadas y la organizacion de los cultivos en las placas de

96 pocillos se muestran en las figuras 3 y 4.
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Figura 3: Distribucion de las concentraciones de los farmacos Enzalutamida y acetato de
Abiraterona en placas de 96 pocillos para cultivos 2D y 3D. La incubacion con enzalutamida y
acetato de abiraterona se realizé para 4 pasajes distintos de cultivos 2D y 3D de la linea 316, las
concentraciones utilizadas en orden creciente fueron de 0,1 pM, 0,3 pM, 1 uM, 3 uM, 10 pMy
30 pM. Se utilizé un control blanco en donde los cultivos solo estaban en presencia de medio de
cultivo y un control de vehiculo de farmaco de DMSO. Las incubaciones con los farmacos vy
controles se realizaron de manera cuadruplicada. Figura creada con Biorender.com

Figura 4: Distribuciéon de las concentraciones de Docetaxel en placas de 96 pocillos para
cultivos 2D y 3D. La incubaciéon con Docetaxel se realiz6 para 4 pasajes distintos de cultivos 2D
y 3D de la linea 316, las concentraciones utilizadas en orden creciente fueron de 0,03 nM, 0,1 nM,
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0,3 nM, 1 nM, 3 nM y 10 nM. Se utilizé un control blanco en donde los cultivos solo estaban en
presencia de medio de cultivo y un control de vehiculo de farmaco de DMSO. Las incubaciones
con Docetaxel y controles se realizaron de manera cuadruplicada. Figura creada con
Biorender.com

5.6 Ensayo de MTT

La viabilidad de los PDOs con CaP posterior al tratamiento de farmacos se evalué a
través de la capacidad de reducir el bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) basado en lo descrito por Grabinger T.
et al [27]. Finalizadas las 48 horas de incubacion con farmacos, se retiré el medio de
cultivo y se realiz6 un lavado con PBS 1X, luego se incub6 con 100 uL de solucion de
MTT (Sigma, n° de cat. M5655-1G) a una concentracion final de 500 ug/mL preparada en
medio libre de rojo fenol RPMI 1640 (Gibco, 11835-030) durante 3 horas y media a 37°C
a una atmosfera humidificada con 5% de CO2, se descartd la solucion y se agregan 20
ML de solucion de SDS (Winkler, n° de cat. BM-1650) 2% p/v en agua destilada para
solubilizar el Matrigel ® por 2 horas a 37°C. Posterior a esto, se agregé 100 uL de DMSO
(Winkler, n° de cat. DI-0755) el cual se incubé por 15 minutos con agitacion a
temperatura ambiente para solubilizar el MTT reducido y con ello medir la densidad optica
en el lector de absorbancia de microplacas Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader
(Biotek Instruments, Winooski, VT, USA) a 570 nm.

5.7 Analisis estadisticos.

El analisis de datos se obtuvo mediante la aplicacion del test no paramétrico Mann
Whitney utilizando el software GraphPad Prism 7.1 (GraphPad Software, Inc.). Los
graficos de concentraciones de farmacos con 48 horas de incubacion v/s viabilidad celular
normalizada también se realizaron con este software. Se considerara estadisticamente

significativo un valor p < 0,05.
5.8 Consideraciones éticas.

Todos los protocolos de recoleccion, uso y procesamiento de tejidos han sido aprobados
por el Comité de Etica institucional de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
(aprobaciones n.° 135-2015 y 083-2020; Autorizacion de uso del archivo de biopsias del
Departamento de Patologia de la Universidad de Chile). 03012016, Santiago, Chile.
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6. Resultados:

6.1 Las metodologias de cultivo utilizadas permitieron desarrollar PDOs con CaP a

partir de cultivos primarios.

Las metodologias de cultivo anteriormente descritas permitieron desarrollar PDOs a partir
de cultivos primarios (figura 5). En los cultivos primarios (figura 5 A y B) se observan
células que crecieron en contacto con el plastico de la placa de cultivo, estas células
presentan morfologia ovalada, redonda, algunas con un aspecto mas fusado y/o con
prolongaciones. Mediante la primera metodologia de cultivo que consistia en el
crecimiento de PDOs en una capa de Matrigel ® (figura 5 C, D ,E y F), se observa la
formacién de PDOs en dicha capa, estos se evidencian como estructuras 3D de distintos
tamafos que crecieron en un mismo plano, su morfologia es en su mayoria esférica,
ademas de evidenciarse prolongaciones en los PDOs de mayor tamafio. La segunda
metodologia de cultivo consistié en el cultivo de PDOs en domos de Matrigel ® (figuras 5
G, H, I y J), el crecimiento de PDOs se evidencia como multiples estructuras 3D esféricas
de distintos tamafios en diferentes planos donde aquellas que estan en el plano de
observaciéon se visualizan enfocadas (flechas amarillas) mientras que las presentes
encima o debajo del plano se muestran como estructuras esféricas desenfocadas y
oscuras (flechas verdes).
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Figura 5: Microfotografias de cultivos primarios 316, PDOs cultivados en capa de Matrigel ®
y PDOs cultivados en domos de Matrigel ®. A y B son microfotografias correspondientes a la
linea de cultivo primario 316. C, D, E y F corresponden a microfotografias de cultivos de PDOs
316 obtenidos mediante la primera metodologia de cultivo 3D. G, H, | y J corresponden a
microfotografias de cultivos PDOs 316 obtenidos mediante la metodologia de cultivo 3D en domos
de Matrigel ®. Las flechas amarillas en G y H sefalan PDOs en el plano de foco mientras que las
flechas verdes PDOs en otros planos desenfocados Las figuras A, B , | y J presentan
magnificacion 35X mientras que las figuras C, D, E, F, G y H presentan magnificacion 20X.
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6.2 La tincion de H&E evidencia la estructura conservada de PDOs cultivados en
domos de Matrigel ® y procesados con discos de gelatina en cortes histolégicos y

su heterogeneidad morfolégica.

Mediante la tincién de H&E se pudo evidenciar que la metodologia de cultivo en domos
de Matrigel ® y procesamiento en discos de gelatina permitid la obtencion de cortes de
PDOs 316 con su estructura conservada dejando en evidencia su heterogeneidad
morfologica. Las técnicas de H&E de metodologia de cultivo en capa de Matrigel ® y
coleccién mediante bloque celular y el empleo de colagenasa, TrypLe y centrifugacion
(igura 6 A y B) evidencia los PDOs 316 perdieron su estructura durante el
procesamiento, las células se observan aglomeradas sin una conformacion clara de
alguna estructura que se pueda asociar a las observadas en las figuras 5 E y F, estas en
su mayoria son redondas, de distintos tamanos, presentan nucleo hipercromatico el cual
en algunos casos esta en el centro de la célula y en otros en la periferia, ademas estos
presentan diferentes tamanos. Al aplicar la metodologia de cultivo de PDOs en domos de
Matrigel ® y coleccion mediante discos de gelatina se observan células conformando
estructuras esféricas conservadas al corte inmersas en un fondo eosinéfilo de gelatina y
Matrigel ®, las células que conforman estas estructuras presentan heterogeneidad
morfoldgica la cual se evidencia notablemente en aquellas estructuras de mayor tamafio
como la presente en la figura 6 C mientras que en estructuras de menor tamafo como las
presentes en la figura 6 D se observa un grado menor de heterogeneidad morfologica.
Con el fin de eliminar el fondo eosindfilo se aplicd una digestion rapida con colagenasa
0,2% pl/v posterior a la recuperacién antigénica, esto permitié obtener cortes de PDOs
316 conservados estructuralmente y sin fondo permitiendo un analisis con mayor detalle
de las diferencias entre las estructuras formadas, las células que las conforman y del
contraste entre la tincion nuclear-citoplasmatica (figura 6 E, F, G y H), en las zonas con
mayor densidad de células en las estructuras de mayor tamafio (figura 6 F, G y H) las
células presentan morfologia circular, variables en tamafo y caracteristicas nucleares
(flecha negra), mientras que en el centro se evidencian células de aspecto fusado
formando un pseudo lumen (flecha roja), ademas que en algunos casos se pueden
observar algunas estructuras pseudo cribiformes (figura F, circulo naranja), en el caso de
las estructuras de menor tamafio como las mostradas en la figura E en las cuales también
se logra evidenciar diferencias en lo que respecta a caracteristicas nucleares.
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Figura 6: H&E de cortes histolégicos de los bloques celulares de PDOs 316 obtenidos con
la metodologia de cultivo en capa de Matrigel ® y colectados con el uso de colagenasa,
TrypLe y centrifugacion, y de cortes de PDOs 316 obtenidos con la metodologia de
coleccion mediante discos de gelatina. A y B corresponden a H&E de cortes de 2 uym de grosor
de un bloque celular de PDOs 316 crecidos en capa de Matrigel ® y colectados mediante el
empleo de colagenasa, TrypLe y centrifugacién. C y D corresponden a H&E sin la adicion de
colagenasa de cortes de 2 ym de grosor de los cultivos 3D colectados mediante discos de
gelatina. E, F, G y H corresponden a H&E con adicion de colagenasa en cortes de 2 um de grosor
de los cultivos 3D colectados mediante discos de gelatina. Las flechas rojas muestran células de
aspecto fusado mientras que las flechas negras muestran células de morfologia redonda. A, B, C,
E, F, G y H presentan magnificacién 30X, la barra de escala es de 50 ym, D presenta
magnificacion 50X, la barra de escala es de 20 ym.
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6.3 La técnica de IHQ cromogénica refleja positividad para el marcador CD44 en
cortes de PDOs 316.

La técnica de IHQ cromogénica se realizd para la identificacion de los marcadores
CD133, CD44, SOX 2, Snail, ZEB 1y ABCC1 en cortes de PDOs 316 primeramente sin
una digestion con colagenasa, sin embargo, los resultados obtenidos mostraron un fondo
inespecifico color café alrededor de los PDOs 316 presentes como se observa en la
figura 7 A, C, E, G y H, este fondo dificulta la interpretacién de los resultados de los
cuales solo se puede asegurar positividad para el marcador CD44 por su patron
especifico e intenso de membrana (figura 7 C) mientras que para los marcadores CD133
y CD44 no es posible asegurar su positividad. Este problema se intentd solucionar
mediante la incorporacion de una digestiébn rapida con colagenasa posterior a la
recuperacion antigénica (figura 7 B, D, F, H, L y N, sin embargo, pese a que se elimino el
fondo, nuevamente CD44 el unico marcador al cual se puede atribuir positividad por su
marca intensa y especifica en la membrana de las células que conforman los PDOs 316
(figura 7 D) mientras que los marcadores CD133 ( figura 7 B) y ABCC1( figura 7 L) son
dificiles de interpretar ya que la tincién citoplasmatica puede ser producto de residuos de
la digestion, SOX 2 (figura 7F), Snail (figura 7H) y ZEB 1 (figura 7J) se evidencian
negativos.
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Figura 7: Técnica de IHQ cromogénica en cortes de PDOs 316 con y sin digestién mediante
colagenasa post recuperacién antigénica. Se observan cortes de PDOs 316 de 2um de grosor
con y sin digestién mediante colagenasa post recuperacion antigénica a los cuales se les realizé la
técnica de IHQ cromogénica para la identificacion de CD133, CD44, SOX 2, Snail, ZEB-1 y
ABCC1 con su respectivo control negativo. A, C, E, G, |, Ky L corresponden a cortes de PDOs
316 con la técnica de IHQ cromogénica sin la digestion mediante colagenasa para los marcadores
recién mencionados. B, D, F, H, J, L y N corresponden a cortes de PDOs 316 con la técnica de
IHQ cromogénica con digestion mediante colagenasa post recuperacién antigénica para los
marcadores antes mencionados. Los aumentos corresponden a 20X para M, la barra de escala es
de la barra de escala es de 100 um. A, B, C, H y L presentan magnificacién de 30X, la barra de
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escala es de 50 ym. D, E, F, G, |, J, Ky N presentan magnificacion 50X, la barra de escala es de
20 um.

6.4 Inmunofluorescencia indirecta refuerza la positividad de CD133 y CD44 en
cortes de PDOs 316.

Los resultados de las IFI se muestran en la figura 8. Se observa panel de imagenes de IF|
en cortes de PDOs 316, en la primera columna se muestran las imagenes de la senal del
anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 DaR para cada identificacion de marcador y
control negativo, la segunda columna muestra la senal de DAPI y la tercera columna
muestra la complementacién de ambas sefales. En el caso de CD133 se observa sefal
citoplasmatica roja leve lo cual indicaria presencia de este antigeno en las células que
conforman los PDOs 316 permitiendo confirmar la positividad de este marcador. En el
caso de CD44 la senal obtenida se correlaciona a lo observado en las IHQ cromogénicas,
se obtuvo un patron de membrana rojo intenso en todas las células que conforman los
PDOs 316. La senal para SOX 2, Snail, Zeb 1 y ABCC1 fue negativa.

31



DAPI

CD133/DAPI

=
>
.

Snail/DAPI

N
©

Y
-

=]
I.3’.
.

Zeb-1/DAPI

>
o]
O
O
-

O
B
3

ABCC1/DAPI

O
=)
be
-
=
=]
—
1
=

D

b

O

o

3
.q.

2l

O
.>.

2

Figura 8: Técnica de Inmunofluorescencia indirecta en cortes de PDOs 316 para los
marcadores CD133, CD44, SOX 2, Snail, ZEB 1 y ABCC1. En la columna de la izquierda se
muestran las imagenes obtenidas para la sefial del anticuerpo secundario Alexa fluor 594, por lo
que también corresponde a la sefial de los marcadores a caracterizar, la columna de en medio
muestra la sefial de DAPI y la columna de la derecha muestra el complemento entre ambas
sefiales. La magnificacion para CD133, SOX 2, Snail, Zeb 1 y control negativo fue de 30X, la
magnificacion para CD44, Zeb 1 y ABCC1 fue de 50X
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6.5 Los PDOs 316 son sensibles al tratamiento con enzalutamida, acetato de
abiraterona y docetaxel, y su viabilidad celular es levemente superior en

comparacioén a su contraparte 2D en el ensayo de MTT.

Los resultados obtenidos de los ensayos de MTT se muestran en la figura 9. Se observa
un decaimiento de la viabilidad de los PDOs 316 al estar en presencia de cada farmaco,
esto indica que son sensibles al tratamiento con ellos, pese a que los resultados de la
comparacion entre la viabilidad de PDOs vy la del cultivo primario tras la incubacion con
los farmacos no fue significativa, si se puede observar una leve tendencia de una mayor
resistencia por parte de los PDOs 316 en varios puntos de la grafica. En el caso del
ensayo que incluia Enzalutamida (figura 9 A) se observa como la viabilidad tanto de los
PDOs 316 como del cultivo primario cae a medida que se aumenta la concentracion del
farmaco lo que indicaria sensibilidad por parte de ambos cultivos a este farmaco, ademas
los PDOs 316 presentan valores mayores en cuanto a viabilidad respecto a su
contraparte 2D en los primeros puntos de la grafica, mientras que en los puntos
intermedios la viabilidad celular entre ambos es similar, al aumentar la concentracion la
viabilidad del modelo 3D vuelve a ser superior, sin embargo, en el ultimo punto
nuevamente vuelve a ser similar entre ambos modelos. En el caso del Acetato de
Abiraterona (figura 9 B) también se observa que la viabilidad decae al aumentar las
concentraciones del farmaco por parte de ambos tipos de cultivo, los PDOs 316 muestran
valores mayores en cuanto a viabilidad en los primeros puntos de la grafica, en puntos
intermedios la viabilidad 3D es superada por la viabilidad 2D pero a mayores
concentraciones la viabilidad 3D vuelven a ser mayor que la viabilidad 2D. Los resultados
de docetaxel (figura 9 C) indican que los PDOs y cultivos primarios 316 también son
sensibles a este farmaco, en este caso el modelo de PDOs 316 muestra valores mayores

en cuanto a viabilidad en todos los puntos de la grafica.
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Figura 9: Viabilidad celular normalizada [%] de PDOs 316 (3D) y cultivo primario 316 (2D) vs
concentraciones de farmacos después de 48 horas de incubacion. Las graficas muestran la
viabilidad celular normalizada respecto al control del vehiculo de farmaco DMSO. A corresponde a
la grafica de viabilidad celular normalizada de PDOs y cultivos primarios 316 vs Enzalutamida
[uM], P=0,6223. B corresponde a la grafica de viabilidad celular normalizada de PDOs y cultivos
primarios 316 vs Acetato de Abiraterona [uM], P=0,6946. C corresponde a la grafica de viabilidad
normalizada de PDOs y cultivos primarios 316 vs Docetaxel [nM], P=0,6400. Todas las graficas
evidencian sensibilidad de ambas metodologias de cultivo ante los farmacos y una tendencia leve
de mayor resistencia por parte del modelo de cultivo de PDOs.
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7. Discusion.

Pese a la cantidad de protocolos de cultivos 3D de PDOs con CaP [20, 24, 26, 33], el
éxito en su cultivo, mantencién y coleccion resulté dificultoso, invirtiendo mucho tiempo
del trabajo en ello. En este estudio se probaron dos técnicas de cultivo de PDOs a partir
de cultivos primarios, ambas técnicas tuvieron éxito en la generacion de estos como se
muestra en la figura 5, sin embargo, el desafio fue a la hora de intentar recolectar estas
estructuras. La metodologia que incluia el uso de colagenasa, TrypLe y centrifugacion no
permitia conservar la estructura de los PDOs como se observé en la figura 6 A y B, sin
embargo, esta metodologia podria ser aplicable para experimentos que no requieran
conservar la estructura 3D, como una reaccion de polimerasa en cadena (PCR) o
Western Blot. Se tuvo que redirigir la metodologia a un sistema de cultivo y posterior
coleccién que no involucre colagenasa, TrypLe y centrifugacion, en este sentido se opté
por la metodologia de cultivo 1:1 homogeneizado-Matrigel ® que sefiala Oberque J. et. al
[34] y se aposto por el disefio de una metodologia de coleccidén que incluia la fijacién por
10 minutos en la misma placa de las estructuras 3D y Matrigel ®, y su impregnacion en
gelatina, esta metodologia de cultivo y coleccion tuvo éxito y permitid conservar la
estructura 3D al momento de obtener cortes como se mostro en la figura 6 C y D, una
metodologia similar fue empleada por Cheaito K. et al [35] con la diferencia de que se fij6
con PFA 4% p/v por 30 minutos otorgando una consistencia sélida que permitia la
manipulacién del domo de Matrigel ® y su posterior depédsito en un medio soportante. El
protocolo se continué mejorando puesto que la gelatina y Matrigel ® otorgaba un fondo
eosindfilo con tincion H&E entre los PDOs dificultando la observacion de las células que
los constituian, por lo que se realizé una digestion con colagenasa para eliminar la matriz
(Figura 5 E-H). La eliminacion del fondo también mejoré la observacién de las
caracteristicas nucleares y forma de las células de los PDOs, en especial al comparar
aquellas que estaban presentes en los sectores de mayor agrupacion y aquellas que
conforman los pseudolumenes, siendo de aspecto redondo y fusado, respectivamente. El
tipo de estructuras que conforman las células de los PDOs 316 se asemejan a estructuras
ductales, conformando pseudolumenes y estructuras semejantes a cribas o
conformaciones mas solidas las cuales también han sido observadas en otros estudios de
PDOs con CaP. [36], estas organizaciones que mostraron los PDOs 316 probablemente
se asemejan a la organizacion que poseian en el tumor de origen como demostré Gao D.
et al [33] al comparar la histologia de 7 tumores de origen, con 7 patrones histolégicos

distintos, con sus respectivos PDOs obteniendo estructuras histolégicamente similares.
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Respecto a los resultados obtenidos en las caracterizaciones mediante IHQ
cromogénicas estas mostraban un fondo de precipitado café inespecifico entre las
estructuras 3D que puede dificultar la interpretacion, este fondo también se observé en
las IHQ cromogénicas realizadas para los marcadores AR, p63 y PSA en el estudio de
Cheaito K. et al [35], donde también los PDOs se procesaron en compania del Matrigel ®.
El Matrigel ® es producido a partir del sarcoma murino Engelbreth-Holm-Swarm cuyos
principales componentes son laminina, colageno IV, entancina y perlecan de sulfato de
heparina, sin embargo, también se han identificado contaminantes xendgenos como
sefala Aisenbrey E. et al [37], lo que podria explicar la presencia de precipitado
inespecifico alrededor de las estructuras 3D, puesto que el anticuerpo secundario
utilizado tiene especificidad para IgG de conejo y ratén existiendo la posibilidad de que se
genere una reaccion cruzada con el Matrigel ®. Pese a que el fondo se eliminé con
colagenasa, solo se puede mencionar con seguridad que el marcador CD44 esta positivo
en las células que conforman los PDOs debido al patron especifico e intenso de
membrana evidenciado, como se muestra en la figura 7 C y D, pero en el caso de los
marcadores CD133 y ABCC1, los cuales poseen un patron de marcaje citoplasmatico, es
dificil definir si la coloracién café leve citoplasmatica es atribuible a la presencia de dichos
marcadores en las células o a residuos de Matrigel ® o de su digestion. Para dilucidar
esta problematica fue de gran ayuda la IFl principalmente por el uso del anticuerpo
secundario fluorescente especifico para IgG de conejo, cabe mencionar que
probablemente el empleo de un anticuerpo secundario biotinilado especifico solamente
para IgG de conejo deberia ayudar a disminuir el fondo inespecifico obtenido, ademas de
mejoras en el protocolo de IHQ cromogénica como lavados con agitacion y disminucion
del tiempo de incubacion con el cromégeno DAB. Los resultados de la técnica de IFI
observados en la figura 8 muestra positividad por parte de los PDOs 316 para los
marcadores CD44 y CD133 con patrones de marca fluorescente roja en membrana y
citoplasma respectivamente, estas marcas se presentan en todas las células que
conforman los PDOs, lo mismo sucede con los demas marcadores; SOX 2, Snail, ZEB 1y
ABCC1 los cuales se evidencian negativos en todas las células. Lo mencionado
anteriormente puede ser producto de que los PDOs se desarrollaron a partir de cultivos
primarios 2D, es sabido que las células cultivadas en 2D no imitan el entorno del tejido
tumoral, se pierden las interacciones célula-célula y célula entorno afectando la
morfologia, procesos de division y diferenciacién, ademas de la expresion de genes y
proteinas provocando la pérdida del fenotipo diverso y que muchas veces las condiciones
de cultivo 2D seleccionen solo un tipo de célula [15, 34, 35], sin embargo, el panel
presentado aca no basta para definir esto, es necesario incluir otros ensayos

complementarios de expresién como RT-gPCR o Western blot para obtener resultados
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mas concretos, ademas seria Util e interesante evaluar la expresion de otros marcadores
como aquellos asociados a una diferenciaciéon luminal como AR, CK 8 y PSA o basal
como CK 5, CK 14 y p63, puesto que las células basales también expresan CD44 [40], un
estudio similar a esto que se plantea fue realizado por Cheaito K. et al. [35] donde se
demostro la presencia de células luminales que expresaban CK 8, células basales que
expresaban CK 5 y células con coexpresion para estos marcadores en algunas muestras
de pacientes como en sus respectivos PDOs los cuales también presentaban positividad
para los marcadores de troncalidad CD44 y CD49f. La positividad para los marcadores
CD44 y CD133 demuestran que las células que conforman los PDOs caracterizados
poseen caracteristicas de CSC, estos marcadores fueron observados en mas del 50% de
los casos de CaP estudiados por Kalantari E. et al. [41] siendo mayor en los CaP de
puntuacion Gleason mas baja mientras que en otro estudio se identific6 una mayor
intensidad de la expresion de CD44 y CD133 en muestras de grados Gleason medio [42],
debido a esta heterogeneidad de resultados y a que las ultimas investigaciones apuntan a
las CSC como un blanco terapéutico eficaz para el tratamiento de CRPC [43, 44], se
considera importante poder identificar estos marcadores para su estudio en muestras de
pacientes y sus respectivos PDOs. Pese a que los marcadores de EMT y MDR se
aprecian negativos en la técnica fluorescente, no se puede descartar la ausencia de estas
caracteristicas puesto que hay una amplia gama de proteinas implicadas en estos
procesos, por ejemplo, en el proceso de EMT del CaP también estan relacionadas los
factores de transcripcién Slug y Twist [45] mientras que en el caso de proteinas MDR se
puede destacar a ABCG2 la cual se ha visto altamente expresada en otros estudios de
CaP [46]. Tras demostrar positividad por parte de CD44 y CD133 es importante
considerar en la caracterizacién otras moléculas como las recién mencionadas que
también estén implicadas en los procesos de EMT y MDR [45, 46], ya que estos se
encuentran intimamente relacionados a la presencia de CSC, evidencia senala que el
origen de las CSC puede generarse a partir del proceso de EMT y no por la
transformacion malignas de células madres prostaticas y viceversa, CSC pueden
diferenciarse a células mesenquimales denominandose esta combinacién de procesos
como eje troncalidad-EMT [45], en el caso de MDR se ha observado que las CSC de CaP
presentan una alta expresion de ABCG2 [46], este transportador esta presente en
biopsias de pacientes posterior a la ADT y su regulacion positiva tras la privacion de
andrégenos en cultivo destacando que la poblacion que expresa ABCG2 en la préstata
presenta propiedades diferenciacién y autorrenovacion junto con favorecer la expulsion
de agentes quimioterapéuticos como taxanos, mitoxantrona, doxorrubicina e inhibidores
de la tirosina quinasa y la mantencion de la concentracion de medicamentos bajo un nivel

téxico para la célula [47].
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Respecto a la metodologia para los ensayos de MTT los resultados observados en las
figura 9 muestran sensibilidad por parte del cultivo primario y de los PDOs 316 a los
farmacos observandose decaimiento de su viabilidad a medida que se aumentan las
concentraciones de ellos, esto es relevante puesto que estudios han destacado el
potencial de estos modelos para ser aplicados en la medicina personalizada creando
perfiles de respuesta a farmacos en el CaP y otros canceres [48, 49, 50], sin embargo, al
comparar las viabilidades entre el cultivo primario y PDOs estas fueron similares
demostrando una tendencia de viabilidad levemente superior por parte de los PDOs y sin
diferencias significativas. Estos resultados sorprendieron puesto que estudios anteriores
revelan que la estructura 3D otorga una sensibilidad reducida a los farmacos en
comparacion a su contraparte 2D. [32, 51, 52] Van Hemelryk et al. demostré la influencia
de la estructura 3D al comparar la viabilidad de organoides ensamblados respecto a
células PDO desensambladas ante los farmacos enzalutamida, acetato de abiraterona,
docetaxel y cabazitaxel demostrando una menor sensibilidad al farmaco por parte de los
PDOs [32]. Esta diferencia obtenida en los resultados presentados en este trabajo puede
deberse a la metodologia empleada, esta fue una de las mas complejas de aplicar en el
desarrollo de este trabajo de investigacién, realizar los cultivos en Matrigel ® demandé
bastante tiempo puesto que se debia cultivar cada pocillo de manera individual y con
mucha delicadeza por la pequena area de trabajo en los pocillos de la placa de 96, esto
complicod la reproducibilidad del ensayo, también es necesario estandarizar de forma
precisa el cultivo de PDOs para pruebas farmacolégicas prestando atencién meticulosa
en detalles técnicos como el andamio donde creceran los PDOs, el numero de células a
cultivar, los tamanos y numeros las estructuras formadas, la concentracién del farmaco y
tiempo de exposicion, ademas del tipo de ensayo a realizar [32], algunos de estos
detalles se observaron durante el proceso de cultivo, por ejemplo, en la figura 5 se
muestra que los PDOs varian en tamafio y esto también se interpola al nUmero que
crecen en los pocillos el cual también presenta variaciones por lo que aquellos puntos
donde la viabilidad se vuelve mas similar e incluso mas baja que el cultivo 2D podria
deberse a un menor numero de estructuras 3D formadas. Los resultados obtenidos son
un primer esbozo de la sensibilidad de los PDOs 316 ante los farmacos enzalutamida,
acetato de abiraterona y docetaxel, es necesario poner atencién a detalles dentro del
protocolo de cultivo con PDOs, ademas de ampliar el numero de repeticiones para
obtener resultados significativos e incluir otros tiempos de mediciones de viabilidad
celular, sumado a esto también se abre la posibilidad a probar combinaciones de estos
farmacos puesto que se han centrado en dilucidar si el uso de combinaciones de estos y
la inclusion de otros farmacos puede ayudar a obtener mejores resultados en los
pacientes [53, 54].
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Los protocolos, ensayos realizados y resultados obtenidos son unos de los primeros en
cuanto a PDOs obtenidos a partir de cultivos primarios en el Laboratorio de Oncologia
Celular y Molecular de la Universidad de Chile, los protocolos de cultivo y coleccién de
PDOs mostraron la generacién efectiva de PDOs con CaP, su procesamiento hasta la
obtencion de cortes con su estructura conservada, la aplicacion de IHQ cromogénica e IFI
para la deteccion de marcadores, ademas de la realizacién de ensayos de viabilidad
comunmente usados como el ensayo de MTT. Esto deja abierta la posibilidad a seguir
obteniendo PDOs a partir de cultivos primarios presentes en el laboratorio, de
caracterizarlos en base a distintos marcadores y metodologias, ademas de realizar
ensayos farmacolégicos y mejorar los protocolos aca descritos con el fin de poder obtener
mejores resultados y con ello contribuir y ser participes de la investigacion en medicina

personalizada.
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8. Conclusion.

Los PDOs corresponden a modelos de cultivos 3D que permiten a las células que
provienen del tumor del paciente interactuar entre si y con su entorno generando
estructuras tridimensionales las cuales conservan caracteristicas fenotipicas y genotipicas
del tumor de origen, esto los define como modelos que podrian ser mejores predictores a

la respuesta de farmacos y relevantes dentro de la medicina personalizada.

Pese a las dificultades y desafios que implico el trabajo con cultivos 3D, se pudo cumplir
con los objetivos propuestos: se lograron desarrollar PDOs a partir de cultivos primarios
de tumores de pacientes con CaP mediante el desarrollo de dos metodologias de cultivo,
el protocolo de desarrollo, coleccion y procesamiento de PDOs fue teniendo mejoras con
el fin de obtener cortes estos con su estructura conservada, se pudo caracterizar estos
PDOs en base a marcadores de CSC, EMT y MDR mediante IHQ cromogénica e IFI
revelando positividad para los marcadores de troncalidad CD44 y CD133, ademas se
logré evaluar la viabilidad celular en PDOs en presencia de enzalutamida, acetato de
abiraterona y docetaxel a través de ensayos de MTT demostrando sensibilidad ante estos
farmacos y una resistencia levemente mayor de los PDOs en comparacién a su
contraparte 2D. El cumplimiento de estos objetivos confirmé la hipotesis planteada. Pese

a esto, los resultados obtenidos corresponden a primeras aproximaciones.

Este estudio desarrolld6 metodologias de cultivo, coleccién y procesamiento de PDOs
eficaces estableciendo una base para el estudio mediante el modelo de PDOs de otros
cultivos primario presentes en el laboratorio de Oncologia Celular y Molecular de la
Universidad de Chile contribuyendo con la potencial investigacion en medicina

personalizada.
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