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Resumen

La quinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK) es una serin-treonin quinasa formada por tres
subunidades, una catalitica (a) y dos reguladoras (B y y), que actia como sensor de la energia celular
inhibiendo procesos anabdlicos y activando procesos catabdlicos. Recientemente se ha observado que
ademas ejerce otras funciones como el bloqueo del ciclo celular o la regulacidn de la autofagia. Por ello
se ha convertido en un objetivo terapéutico para el tratamiento del cancer. AMPK tiene especial
importancia en cancer de prostata, ya que la activacion de la via lipogénica se correlaciona con la
progresion y la agresividad del tumor. El objetivo de este trabajo ha sido valorar el efecto de una nueva
serie de derivados de 2-oxindol con sobre la actividad de AMPK, asi como su perfil antitumoral en células
de cancer de prostata. Uno de los compuestos estudiados 8c, activé significativamente AMPK en células
de cancer de préstata PC-3, DU145 y LNCaP, inhibiendo a la vez su viabilidad celular. El compuesto 8c
redujo notablemente el crecimiento de tumores de células PC3 trasplantados en ratones. En conclusion,
nuestros resultados muestran que un nuevo derivado fluorado del 2-oxindol presenta un efecto
antitumoral in vivo en células de cancer de préstata a través de la activacion de AMPK, dandonos una
estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento del cancer de prostata andrégeno-independiente.
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Introduccién

La prostata es la glandula del 6rgano reproductor masculino, situado debajo de la vejiga, rodeando a la
primera porcion de la uretra. Su funcidn es segregar un liquido ligeramente alcalino con gran variedad de
sustancias que forma parte del semen, protegiendo los espermatozoides y neutralizando el PH de la
vagina (1). La prostata esta dividida en dos zonas, la fibromuscular anterior y otra glandular, la cual se
divide en tres zonas, central, de transicion y periférica. En la zona de transicion es donde se origina la
Hiperplasia Benigna de Prostata (BPH), mientras que en la zona periférica, es donde se desarrolla
principalmente el cancer de prostata.

Histologicamente esta formada por dos tejidos: estroma y epitelio. El epitelio esta compuesto por las
células luminares, mas cercanas a la luz de la glandula, y son las que secretan antigeno prostatico
especifico PSA, que se utiliza de marcador tumoral en el diagnostico del cancer de prostata. El estroma
esta compuesto por células del musculo liso y fibroblastos (1).

Se distinguen varios estados patoldgicos relacionados con procesos inflamatorios y alteraciones del
crecimiento como, la BPH, que es un crecimiento crénico, no maligno. Por otro lado se han empezado a
considerar los estados inflamatorios los causantes de estados premalignos en la prostata, que pueden
desencadenar en el desarrollo de un tumor. Se diferencian dos estados: la atrofia proliferativa inflamatoria
(PIA) y la neoplasia intraepitelial prosratica (PIN) (2).

El cancer de prostata o adenocarcinoma prostatico en el 95% de los casos de origen epitelial, suponindo la
segunda causa de muerte por cancer en el varon después del de pulmén, siendo el 75% de los varones
diagnosticados después de los 65 afios, El creciente conocimiento sobre el origen y la progresion de los
tumores ha permitido sugerir nuevas caracteristicas del cancer, que pueden estar involucradas en la
patogénesis de algunos tipos de esta enfermedad. Uno de ellos implica la capacidad de modificar, o
reprogramar el metabolismo celular, con el fin de soportar altas tasas de crecimiento y requerimiento de
energia, que son esenciales para el crecimiento y progresion tumoral sostenida (3, 4, 5).
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En particular, una caracteristica distintiva del cancer de prostata es el aumento de la sintesis de acidos
grasos y colesterol de novo que se correlaciona con la progresion tumoral y un peor prondstico (6, 9, 7).
Por lo tanto, el estudio de reguladores moleculares asociados o mediante bloqueo de genes lipogénicos,
puede ser una buena estrategia mediante la cual, las propiedades de las células de cancer de prostata
pueden explotarse para obtener mejoras terapéuticas.

En este contexto y considerando el papel de la proteina activada por AMP (AMPK) como un sensor del
estado de energia celular, la modulacion de AMPK aparece como un camino prometedor para desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas para la prevencion y el tratamiento del cancer (9, 10, 11). AMPK es una
serin/treonin quinasa heterotimérica, compuesta por una subunidad catalitica a y dos subunidades
reguladoras B y v. Esta proteina funciona como sensor energético de la célula activando rutas catabolicas
y por consiguiente la produccion de ATP e inhibiendo rutas anabdlicas y por consiguiente disminuyendo
el consumo de ATP. Sin embargo, el papel de AMPK en el cancer de prostata sigue siendo controvertido,
ya que investigaciones recientes sugieren que AMPK puede ejercer funciones tumorales o antitumorales
en el cancer segun el contexto (12). Varios estudios han demostrado que la activacion de AMPK por
metformina, MT63-78 o LKB1 suprime la viabilidad de las células de cancer de prostata y reduce sus
propiedades metastésicas (13, 14, 15). Los autores demuestran que la supresion de la lipogénesis de novo
es el mecanismo subyacente responsable de la inhibicion del crecimiento del cancer de préstata mediado
por AMPK (14). Ademas, el bloqueo de la sintesis de acidos grasos mediante la inhibicion de la estearoil-
CoA desaturasa (SCD) (16) o la acido graso sintasa (17) suprime la supervivencia de las células
prostaticas. Del mismo modo, la expresion y la actividad de LKB1 también se ha relacionado
inversamente con la proliferacion y la supervivencia del cancer de prostata y las células de cancer de
prostata (18, 19).

Hasta ahora, muchos esfuerzos de la Industria y la Academia se han centrado en buscar nuevos agentes
que modulen AMPK directa o indirectamente. Desde la perspectiva del programa de descubrimiento de
farmacos, los estudios cristalograficos de complejos heterotriméricos de AMPK han proporcionado
importantes conocimientos relacionados con los mecanismos reguladores y también sobre el potencial
modo de unién de los moduladores de AMPK (20, 21). En este contexto, A-769662, uno de los
activadores de AMPK mejor caracterizado, o el indol, PF-06409577 (3), reportado recientemente por
Pfizer para el tratamiento de la nefropatia diabética, aparecen como algunos ejemplos representativos
(22).

En este trabajo se han sintetizado nuevos compuestos derivados del 2-oxindol evaluando su actividad
antitumoral en células de prostata y su capacidad para activar AMPK.

Materiales y Metodos

Reactivos quimicos usados

Los compuestos quimicos utilizados en este trabajo fueron sintetizados por el Instituto de Quimica
Médica (IQM-CSIC) (23).

Cultivo de células

Se adquirieron células epiteliales humanas RWPE-1 y de cancer de préstata humano PC3, DU145 y
LNCaP de American Type Culture Collection (ATCC CRL-1435 CRL-1740 y CRL 11609
respectivamente) (Rockville, MD, EE.UU.). La linea celular PNT2 normal de prdstata humana se
adquiri6 en ECACC (European Collection of Cell cultures, Salisbury, SP4 0JG, Reino Unido). Las
células se cultivaron rutinariamente en medio RPMI 1640 suplementado con 100 UI / ml de penicilina G
sodica, 100 pg / ml de sulfato de estreptomicina, 0,25 ug / ml de anfotericina B (Invitrogen, Paisley, RU)
y suero de ternera fetal al 10%. Las células se usaron en pasajes entre 10-20. Para los experimentos de
tratamiento, las células se sembraron en placa y se cultivaron durante la noche, el medio se reemplazé con
RPMI 1640 libre de suero durante 24 horas y luego se incubd con diferentes dosis de los compuestos
durante los tiempos indicados.

Viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné mediante el método del bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich). En resumen, se sembr6 un total de 5000 células / pocillo en una
placa de 12 pocillos en un volumen final de 1 ml. Después de los tratamientos, se afladieron 20 pl de
soluciéon MTT (5 mg / ml en PBS) al medio y las células se incubaron a 37 © C durante 4 h. Luego, se
descartd el sobrenadante y se afiadi6 isopropanol para disolver los cristales de formazano. Los
tratamientos se llevaron a cabo por triplicado. La densidad 6ptica en cada pocillo se evalué midiendo la
absorbancia a 490 y 650 nm usando un lector de microplacas (ELX 800 Bio-Tek Intruments, INC). Los
valores de IC50 se calcularon usando GraphPad Prism frente a 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA, EE. UU.). La viabilidad celular también se determind contando células viables y muertas mediante



tincion con azul tripan. Se contaron las células negativas y positivas de Trypan azul usando un contador
celular automatizado Countess TM (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). Los resultados se expresaron en
relacion con el niimero total de células contadas.

Western Blot

Las células se lisaron en tampoén de lisis (Tris 50 mM, pH 7,4, NaCl 0,8 M, MgCl, 5 mM, Triton X - 100
al 0,1%) que contenian inhibidores de la proteasa y cocteles inhibidores de la fosfatasa (Roche, Basilea,
Suiza). Las concentraciones de proteina se midieron mediante el ensayo de proteinas BioRad™
(Richmond, CA, EE. UU.). Se separ6 una cantidad igual de proteina (20 pg) de cada muestra en geles de
SDS-PAGE al 8% y se transfiri6 a membranas de PVDF (BioRad). Las membranas se bloquearon con
tampon de bloqueo (1 x TBS, 0,1% de Tween 20 con 5% p / v de leche descremada sin grasa), se lavaron
¢ incubaron con anticuerpos primarios a 4 °© C durante 12 h. Las membranas se lavaron posteriormente
con TBS-T (1 x TBS y 0,1% de Tween 20) y se incubaron con anticuerpos IgG anti-raton o anti-conejo
conjugados con peroxidasa de rabano picante (Sigma, St Louis, MO, EE. UU.) A temperatura ambiente
durante 1 h. El complejo inmune se visualizdo con un sistema ECL (Cell Signaling Technology). Las
peliculas se analizaron por densitometria. E1 anti-pAMPKal-thr172, pACC-ser79, pRaptor y los
anticuerpos contra las formas totales correspondientes se obtuvieron de Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, EE. UU.). Todos los demas productos quimicos se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO,
EE. UU.).

Silenciamiento de AMPK a1 AMPK a2

Para silenciar las subunidades AMPK al y 02, las células LNCaP y PC3 se transfectaron con 5 nM de
siRNAs interferentes selectivos para las subunidades de AMPK al o a2 y un control negativo siRNA
(Ambion-Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) utilizando lipofectamina RNAi Max (Life
Technologies, Espaiia) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El control del silenciamiento de las
proteinas se llevo a cabo mediante transferencia Western usando anticuerpos especificos de AMPK al y
AMPK a2 (n° 2795 y n° 2757, respectivamente, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE. UU.

Experimentacién Animal

Los experimentos in vivo se realizaron de acuerdo con la Directiva de la UE 2010/63 / UE y las
directrices institucionales definidas por el Comité Etico de Investigaciéon Animal Experimental
Institucional de la Universidad de Alcald y en cumplimiento de la legislacion actual espafiola (Real
Decreto 53/2013). Los protocolos utilizados fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de la Comunidad de Madrid (Ref. PROEX241 / 15).

Se usaron ratones Nude-Foxnl (nu / nu) desnudos e inmunodeficientes (Envigo RMS, Barcelona,
Espafa), de 4 a 6 semanas de edad, para todos los estudios de xenoinjerto. Los ratones se alojaron en
condiciones libres de patdogenos especificos en un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas a 21-23 ° C y 40-
60% de humedad con acceso a pelets de alimento y agua a voluntad. Los tumores se indujeron mediante
inyeccion de flanco sc de 5 x 10 6 (100 uL) de células PC-3 en PBS + BSA al 0,5%. Cuando los tumores
fueron palpables, los animales se asignaron aleatoriamente a dos grupos (n= 8) y se les inyectd por via
subcutanea el compuesto 8¢ (5 mg / kg / d, que teniendo en cuenta un peso promedio de 28 g corresponde
a 128 uM) o vehiculo (5% de etanol en PBS) durante 15 dias. Los tumores se midieron con calibradores
externos y el volumen se calculé mediante la formula elipsoidal modificada como volumen = longitud
(anchura) 2 x 0,52 mm 3(24 , 25) .

Al final del estudio, los ratones se sacrificaron colocandolos en una camara de CO; y los tumores
extirpados se recuperaron y se homogeneizaron en tampon de lisis para la cuantificacion de proteinas y la
transferencia de Western.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizé mediante una prueba de ANOVA de una via seguida de la
diferencia minima significativa de Fisher (LSD) o la prueba de comparacién multiple de Tukey, usando el
intervalo de confianza del 95%. Cuando se indicd, la prueba t de Student se realizdé para comparar la
activacion de AMPK entre los grupos tratados con 8¢ y los grupos de control. La estadistica se realizé con
Microsoft Office Excel 2013. Los niveles de significacion se definieron como P <0.05 (*, #) y P <0.01
(**, ##). Todos los graficos fueron dibujados usando el software de Origin.

Resultados

Quimica

Los derivados de 2-oxindol utilizados en los siguientes ensayos se muestran en la Fig. 1
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Figura 1. Derivados de 2-oxindol sintetizados.

Evaluacion de la actividad de AMPK en células de cancer de préstata

Para investigar el efecto de los compuestos sobre la actividad de AMPK a nivel celular, los
compuestos 8a-c y 9a-b se seleccionaron para realizar ensayos de fosforilacion de AMPK en lineas
celulares de cancer de prostata humano. Usamos las lineas celulares PC-3, DU145 y LNCaP.

Encontramos que los compuestos 8a, 9a y 8b inhibieron ligeramente, aunque significativamente, la
fosforilacion de AMPK en comparacion con los controles y el compuesto 9b produjo una débil activacion
de AMPK. En contraste, el compuesto 8¢ causé un aumento significativo en la fosforilacion de Thr172 de
AMPK en comparacion con las células control Fig. 2
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Figura 2. Efecto de los derivados fluorados de 2-oxindol en la actividad de AMPK en células de
cancer de prostata. (A ) Las células PC-3, DU145 y LNCaP se trataron con 25 puM de los
derivados de 2-oxindol fluorados seleccionados durante 1 hora. Los niveles de la AMPK
fosforilada (pAMPK), la ACC fosforilada (pACC) y sus formas totales se determinaron mediante
transferencia de Western. Panel superior, una transferencia Western representativa de tres
experimentos diferentes. f-tubulina (B-Tub) sirve como control de carga.

Efecto de los derivados fluorados de 2-oxindol
en la proliferacion de células de cancer de préstata

Continuamos estudiando el efecto de los compuestos sobre la capacidad proliferativa en las células de
prostata PC-3, DU145 y LNCaP. También utilizamos las lineas celulares de prostata PTN2 y RWPE-1
que derivan de un adulto histologicamente normal y, por lo tanto, se consideran células de prostata
normales. Todos los compuestos se probaron a concentraciones que varian de 1 a 100 uM. Se encontrd
que los compuestos 9a y 8¢ inhibian eficazmente la proliferacion celular en el intervalo de 1-100 uM de
una manera dosis dependiente en las cinco lineas celulares, aunque el compuesto 8c presenta un claro
efecto antiproliferativo, con mayor eficacia y potencia en las lineas de cancer LNCaP, DU145 y PC-3 en
comparacion con las células normales (Fig. 3).

De hecho, la mayor potencia de este compuesto 8c se observa en las células PC-3 resistentes a
androgenos, que representan la forma mas agresiva de cancer de prostata. Los valores de CI50 para el
compuesto 8¢ fueron 18 uM, 19 pM, 30 uM, 65 uM y> 1000 pM en células PC-3, DU145, LNCaP, PNT2
y RWPE-1, respectivamente.

Estos datos indican que el mayor efecto inhibidor se correlaciona con la mayor activacion de AMPK en
células de cancer de prostata y nos llevo a continuar el estudio con el compuesto 8¢, que se selecciona
para estudios posteriores.
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Figura 3. Comparacion del efecto de los derivados fluorados de 2-oxindol en la proliferacion de
células de cancer de prostata humano. Se trataron células de prostata normal (PTN2 y RWPE-1) y de
cancer (PC3, DU145 y LNCaP) con diferentes dosis de los compuestos durante 24 horas y se controld
la viabilidad celular mediante ensayo de MTT

Caracterizacion de la activacion de AMPK por compuesto 8c

Para confirmar la activacion de AMPK inducida por el compuesto 8¢ en las células, PC-3 y LNCaP se
incubaron con el compuesto durante 1 hora y 24 horas en presencia del inhibidor de AMPK
Dorsomorfina. Como se muestra en la Fig. SA , la activacion de AMPK por el compuesto 8¢ también se
observo a las 24 horas, siendo incluso mas robusta que a 1 hora de tratamiento. La dorsomorfina bloqued
la activacion de AMPK por el compuesto 8c tanto a la hora como a la hora. Por consiguiente, la
fosforilacion de ACC aument6 a 1h y 24h y se evitdo mediante Dorsomorfina en ambas lineas celulares.
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Figura 5. Activacion de AMPK por el compuesto 8¢ en células de cancer de prostata. (A) Las células
PC-3 y LNCaP se trataron con vehiculo, compuesto 8¢ 25 puM, compuesto 8¢ de25 pM +
Dorsomorfina 5 pM (8¢ + D) o Dorsomorfina 5 uM (D), durante 1 hora o 24 horas y niveles del Se
determinaron mediante Western blot la AMPK fosforilada (pAMPK), la ACC fosforilada (pACC), las
formas de Raptor fosforiladas (pRaptor) y la HIF1a. Panel superior, Western blot representativo de
tres experimentos diferentes. B-tubulina (B-Tub) sirve como control de carga. Panel inferior, analisis
densitométrico de bandas representadas como la media de la relacion pAMPK / AMPK o pACC /
ACC. (B) Viabilidad celular monitorizada por ensayo de MTT en PC-3 y células LNCaP tratadas con
vehiculo, 25 uM y 50 uM de compuesto 8c solo o en presencia de 5 uM de Dorsomorfina o
transfectadas con control siRNA (siC) o a1 AMPK selectivo siRNA (siAMPK)

Para analizar si AMPK estaba implicado en el efecto antiproliferativo del compuesto 8c, se llevo a cabo la
inhibicion farmacolégica de AMPK asi como el silenciamiento de la proteina y se determind la viabilidad
celular. La Figura 5B muestra que la disminucion de la viabilidad celular inducida por el compuesto 8¢ en
las lineas celulares PC-3 y LNCaP, se redujo en células tratadas con el inhibidor de AMPK
dorsomorfina. Del mismo modo, el silenciamiento de AMPK por siRNA especifico previno la muerte
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celular inducida por 8¢, apoyando atin mas la participacion de AMPK en el efecto antiproliferativo del
compuesto 8c.

AMPK es una proteina heterotrimérica compuesta por la subunidad catalitica (o) y las reguladoras (B y
v). En los mamiferos, las diferentes isoformas de las subunidades a,  y y pueden asociarse para producir
hasta 12 combinaciones AMPK diferentes (26). Merece la pena seflalar que la forma mas abundante de la
subunidad a de AMPK presente en las células PC-3 es al (los complejos que contienen AMPKal son al
menos 10 veces mas abundantes que AMPKa2) (27). Para obtener informaciéon sobre el mecanismo
subyacente de la activacion de AMPK por el compuesto 8c en células de prostata, silenciamos
selectivamente AMPKal o AMPKa2 en células de cancer de prostata. Observamos que cuando se
silencid la subunidad AMPKal, la fosforilacion de AMPK inducida por 8¢ se bloqueaba casi totalmente,
y la fosforilacion de ACC disminuia notablemente (figura 6 ). Por el contrario, cuando se silencio la
expresion de la subunidad AMPKoa2, el compuesto 8c todavia fue capaz de fosforilar AMPK y ACC a un
nivel similar al de las células no silenciadas (siC) (Fig. 6 ). Estos resultados sugieren que el compuesto 8¢
necesita la subunidad al para ejercer su efecto y, por lo tanto, preferiblemente activa las isoformas
AMPK que contienen la subunidad al.

PC-3 cells LNCaP cells

siC siAMPKal siC siAMPKa2 siC siAMPKal siC siAMPKa2

PAMPK PAMPK
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Figura 6. Fosforilacion de AMPK y ACC en células de prostata transfectadas con ARNip de
AMPKal o AMPKa2 selectivo. Las células PC-3 y LNCaP se transfectaron con ARNsi selectivo
para las isoformas de la subunidad AMPKoal o AMPKoa2 y luego se trataron con vehiculo o con el
compuesto 8¢ 25 pM durante 1 h. Los niveles de la AMPK fosforilada (pAMPK), la ACC fosforilada
(pPACCQ) y sus formas totales se determinaron mediante transferencia de Western. Panel superior, una
transferencia Western representativa de tres experimentos diferentes. B-tubulina ($-Tub) sirve como
control de carga.

Inhibicion in vivo del crecimiento tumoral por el compuesto 8¢

Para validar el valor terapéutico del compuesto 8c en el cancer de prostata resistente a la castracion, se
empled un modelo de xenotransplante murino. Debido al potente efecto del compuesto 8¢ en la linea
celular PC-3 y para evitar el desperdicio innecesario de animales de acuerdo con las directrices 3 Rs
(reduccion, reemplazo, refinamiento) para el uso de animales en investigacion, solo usamos la linea
celular PC-3 para los estudios in vivo. Se indujeron tumores PC-3 en ratones desnudos mediante
inyeccion subcutdnea de células en el flanco derecho del raton. Cuando los tumores alcanzaron un
volumen de 70 mm3, los ratones se trataron diariamente con 5 mg / kg del compuesto 8c. En ratones
tratados con vehiculo, se observd un aumento en el volumen de crecimiento tumoral durante el curso del
estudio y al final de la experimento (figura 7A ). Sin embargo, el tratamiento con el compuesto 8¢ redujo
significativamente el crecimiento tumoral durante el periodo experimental de 15 dias (Fig. 7A). El
volumen del tumor al final del tratamiento fue notablemente mas pequefio en animales tratados con 8cque
en controles (figura 7B ). No se observé ningun efecto sobre el peso de los ratones o el bienestar de los
animales en ratones tratados con compuesto 8¢. De acuerdo con nuestros resultados in vitro, el
compuesto 8¢ promovid la activacion de AMPK, aumentd la fosforilacion de ACC, en los tumores
(Fig. 7C).
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Figura 7. Inhibicion del crecimiento del xenoinjerto de tumor de prostata in vivo por el compuesto
8c. (A) Curvas de crecimiento de tumores de xenoinjerto PC-3 en ratones tratados diariamente con
vehiculo (Control), o 5 mg / kg de compuesto 8c¢. Los resultados son la media (n = 8) + SEM. * p
<0.05, ** p <0.01 y *** p <0.005 en comparacion con los controles mediante la prueba de la t de
Student. (B) Imagenes de ratones desnudos atimicos representativos que portan xenoinjertos de tumor
de células PC-3 y los tumores disecados. (C) niveles de fosfo-AMPK y fosfo-ACC en 4 ratones
controles representativos y 4 ratones representativos tratados con 8c. f-tubulina sirve como control de
carga.

Conclusiones

En este estudio hemos analizado la actividad de nuevos moduladores de AMPK y hemos seleccionado
uno que presenta propiedades antitumorales potentes en las células de cancer de prostata. Los ensayos de
fosforilacion en cultivos celulares muestran que los compuestos 8a, 8b y 9a son inhibidores de
AMPK. Sin embargo, los compuestos 8¢ y 9b presentan perfiles de activadores de AMPK. El compuesto
9b aumenta ligeramente la fosforilacion de AMPK en células PC-3 pero no en células LNCaP, mientras el
compuesto 8¢ es un potente activador in vitro e in vivo de AMPK y el mejor inhibidor del crecimiento de
células prostaticas. Estos resultados sugieren que hemos identificado un nuevo activador de AMPK que
exhibe propiedades antitumorales potentes contra las células de cancer de prostata.

El fuerte efecto antiproliferativo observado del compuesto 8¢ es dependiente de AMPK como lo sugiere
la prevencion con Dorsomorfina y el silenciamiento de AMPK. A pesar de que la Dorsomorfina puede
ejercer efectos independientes inespecificos de AMPK (28,29, 30), en nuestro modelo, inhibe la
activacion de AMPK producida por el compuesto 8¢ (figura 5B ) y reduce la muerte celular producida por
el compuesto 8¢ y por la activacion de AMPK, al menos en parte. Estos resultados fueron corroborados
por el silenciamiento de AMPK, que bloque6 la muerte celular inducida por 8c.

A nivel celular, el compuesto 8¢ muestra un perfil adecuado como activador de AMPK. Este hecho nos
llevo a investigar si 8¢ estaba actuando sobre una isoforma de AMPK especifica ya que las células de
prostata expresan principalmente la isoforma al. El silenciamiento selectivo de las isoformas alfa y los
experimentos in vitro muestran que el compuesto 8c actfia a través del complejo alfa 1.

Finalmente, la actividad antitumoral del compuesto 8¢ fue secundada por la represion del crecimiento de
tumores de xenotrasplantados in vivo a una dosis mas baja que la utilizada previamente para activadores
de AMPK en células de prostata (15). Ademas, en tumores tratados con 8¢ se observo un aumento en la
fosforilacion de AMPK y fosforilacion de ACC, demostrando que este compuesto puede activar AMPK
también in vivo. En esta linea de resultados, Zadra et al. (15) demostraron que el nuevo activador directo
de AMPK MT63-78 inhibia el crecimiento del tumor de prostata LNCaP in vivo y promovia la activacion
de AMPK en tumores de células PC-3.
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En general, estos hallazgos sugieren que la AMPK actia como un supresor tumoral en el cancer de
prostata y, por lo tanto, su activacion podria ser una estrategia terapéutica bastante prometedora para
luchar contra el cancer de prostata resistente a la castracion. Los resultados mostrados aqui indicaron que
el compuesto 8¢ es muy potente como activador de AMPK como inhibidor del crecimiento de tumores de
prostata y, en consecuencia, es un candidato prometedor con valor terapéutico para el cancer de prostata.
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