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Resumen

La quimioterapia actual para el cancer de prostata resistente a la castracion se basa en compuestos
derivados de taxanos como el docetaxel. Sin embargo, la aparicion de resistencia y efectos secundarios
limita el beneficio terapéutico, siendo la principal preocupacién en el tratamiento del cancer de préstata.
Las terapias combinadas en muchos casos mejoran la eficacia del farmaco y retrasan la aparicién de
efectos no deseados, lo que constituye una alternativa para el tratamiento del cancer de prostata
resistente a la castracion. En este estudio, comprobamos la eficacia del tratamiento combinado de
docetaxel y capsaicina, el compuesto responsable del sabor picante de los pimientos, en la proliferacion
de células de cancer de proéstata. Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento combinado de
docetaxel y capsaicina inhibié sinérgicamente el crecimiento de las células LNCaP y PC3, con un indice
de combinacién inferior a 1 para la mayoria de las combinaciones probadas. Ademas, el tratamiento
combinado disminuyd notablemente la fosforilacion de Akt y de sus dianas mTOR y S6, situadas por
debajo en su cascada de sefializacion. Por otro lado, la disminucién de la expresion de Akt impidié el
efecto antiproliferativo del docetaxel, mientras que potencié el de la capsaicina. Todo esto sugiere que el
efecto antiproliferativo sinérgico podria atribuirse a la inhibicion de la via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR.
A su vez, los experimentos in vivo confirmaron el efecto sinérgico del docetaxel y la capsaicina para
reducir el crecimiento tumoral de células PC3 en ratones inmunodeficientes. Por tanto, nuestros
resultados indican que el tratamiento combinado de docetaxel y capsaicina representa un enfoque
terapéutico relevante para el tratamiento del cancer de préstata.
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Introduccién

El cancer de prostata (PCa) es la neoplasia maligna mas prevalente en los hombres a nivel mundial y la
segunda causa de muerte por cancer [1, 2]. Los factores ambientales, como las dietas hipercaldricas, el
sedentarismo, el aumento de la esperanza de vida y los avances en las técnicas de diagnostico han
contribuido al aumento de la incidencia del PCa. Para los canceres localmente avanzados y metastasicos,
se recurre a la terapia de privacion de androgenos (ADT) o castracion quimica. No obstante; a pesar de la
regresion inicial de la enfermedad, el tumor puede llegar a adquirir resistencia a la terapia y comenzar a
progresar. Este estado se conoce como PCa resistente a la castracion (CRPC) y se asocia con bajas tasas
de supervivencia, mayor agresividad y peor pronostico [3].

Actualmente, el docetaxel (DTX) es el agente quimioterapéutico de primera linea para los pacientes con
esta forma letal de la enfermedad, pero la supervivencia de los pacientes sigue limitada por la aparicion
de efectos adversos dependientes de la dosis y la resistencia adquirida. Los mecanismos que sustentan la
aparicion de resistencia (Fig.1) incluyen la sobreexpresion de bombas de flujo de multiples farmacos, la
mutacion de la proteina B-tubulina y la sobreactivacion de proteinas de sefializacion como MAPK o Akt
[4]. La resistencia al DTX es un problema clinico, ya que es la terapia principal para el CRPC. Ademas,
los nuevos farmacos quimioterapéuticos desarrollados para tratar a los pacientes resistentes al DTX tienen
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toxicidades hematologicas significativas [4]. Por tanto, se necesitan nuevas estrategias terapéuticas para
mejorar la quimioterapia basada en taxanos [5]. Entre estas estrategias, cobra gran importancia clinica la
identificacion de agentes que, cuando se combinen con los farmacos quimioterapéuticos actuales,
permitan disminuir las dosis sin reducir su eficacia, asi como evitar y/o superar la resistencia al farmaco.
De esta manera, la terapia combinada, una modalidad de tratamiento que combina dos o mas agentes
terapéuticos, se esta convirtiendo en una alternativa clave en la terapia contra el cancer [6].
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Figura 1.- Mecanismos implicados en la aparicion de resistencia al DTX en PCa. Se representan
algunos: (a) sobreexpresion de bombas de flujo de multiples farmacos, (b) mutacion de la proteina -
tubulina y (c) sobreactivacion de proteinas de sefializacion como MAPK o Akt.

En los ultimos afios, se han obtenido muchos medicamentos anticancerigenos a partir de compuestos
naturales. La capsaicina (CAP), el ingrediente picante de los pimientos picantes, muestra actividad
antineoplasica en muchas lineas celulares de cancer, asi como in vivo [7]. Ademas, los datos recientes
indican que la CAP sensibiliza las células a los agentes quimioterapéuticos. Por ejemplo, la combinacion
de CAP y camptotecina aumenta la apoptosis en cancer de pulmén de células pequeiias [8]. En el
colangiocarcinoma, la CAP aumenta la sensibilidad al 5-fluorouracilo y la mezcla de ambos compuestos
inhibe el crecimiento del tumor con mayor eficacia que el 5-fluorouracilo [9]. En células de PCa humano,
la CAP combinada con brasinina potencia los efectos apoptéticos y antimetastasicos [10]. También
hemos demostrado que, en las células de hepatocarcinoma, la CAP aumenta los efectos antiproliferativos
del sorafenib [11]. Sin embargo, los mecanismos por los que la CAP inhibe la proliferacion celular y
sensibiliza las células a los farmacos, son diversos y poco conocidos.

La via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR, regula distintos procesos celulares como metabolismo,
supervivencia, proliferacion, apoptosis, crecimiento y migracion celular. Las PI3K de clase I fosforilan
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP») generando el fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Este tltimo
actiia como segundo mensajero activando la proteina PDK que a su vez fosforila Akt activandola. Para su
maxima activacion Akt requiere ademas la fosforilacion por mTORC2. Mediante fosforilacion, Akt activa
proteinas involucradas en el proceso de migracion e inhibe proteinas pro-apoptéticas [12]. Debido a la
amplia gama de procesos celulares en los que la proteina Akt estd involucrada, su desregulacion se asocia
con la progresion del cancer. Mas de la mitad de los canceres de prostata en estadio avanzado se produce
por una delecion del gen supresor de tumores PTEN, que regula negativamente la via PI3K/Akt/mTOR,
por lo que esta via se encuentra constitutivamente activa [13].

En este estudio, evaluamos la capacidad de la CAP para inhibir la proliferacion de células de PCa.
Encontramos que CAP sinergiza con DTX para bloquear potentemente el crecimiento celular in vitro y el
crecimiento tumoral in vivo posiblemente por la inhibicion de la via PI3K/Akt/mTOR.

Materiales y Métodos

Materiales

La capsaicina (CAP) y el docetaxel (DTX) se compraron a TOCRIS (Bristol, Reino Unido). Los
anticuerpos primarios contra las formas totales y fosforiladas de Akt-ser473, mTOR y S6 se obtuvieron
de Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EE. UU.). La IgG anti-raton secundaria marcada con
peroxidasa era de Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.) y la IgG anti-conejo de Calbiochem (San Diego, EE.
uu.).

Cultivo de células

Las lineas celulares de cancer de prostata humano PC3 y LNCaP se obtuvieron de American Type
Culture Collection (ATCC CRL-1435 y ATCC CRL-1740 respectivamente) (Rockville, MD, EE. UU.).



Las células se cultivaron de forma rutinaria en medio RPMI 1640 suplementado con 100 Ul/ml de
penicilina G so6dica, 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina, 0,25 pg/ml de anfotericina B (Invitrogen,
Paisley, Reino Unido) y 10% de suero bovino fetal. Para los experimentos de tratamiento, las células se
sembraron en placas y se cultivaron durante 48 h, el medio se reemplazd por RPMI 1640 sin suero
durante 24 horas y luego se incubaron con diferentes tratamientos durante los tiempos indicados.

MTT

La viabilidad celular se midi6 mediante el ensayo de proliferacion celular de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) 24 h después de la exposicion a los
tratamientos. Se sembraron un total de 5000 células/pocillo en una placa de 12 pocillos en un volumen
final de 1 ml. Después de los tratamientos, se afiadieron 100 pl de solucion de MTT (5 mg/ml en PBS) al
medio y las células se incubaron a 37°C durante 4 h. Luego, el sobrenadante se desechd y se afadid
dimetilsulfoxido para disolver los cristales de formazan. Los tratamientos se realizaron por triplicado. La
densidad optica de cada pocillo se evalué mediante la medicion de la absorbancia a 490 y 650 nm
utilizando un lector de absorbancia iMark ™ de Bio-Rad (Richmond, CA, EE. UU.).

Western-blot

Las células se lisaron en tampon de lisis que contenia inhibidor de proteasas e inhibidor de fosfatasas
(Roche, Diagnostics; Mannheim, Alemania), se incubaron en hielo durante 15 min y se aclararon por
microcentrifugacion. Las concentraciones de proteinas se midieron con el kit de ensayo de proteinas
BioRad™ (Richmond, CA, EE. UU.). Los extractos de proteinas celulares se separaron por PAGE-SDS,
detectandose a continuacion mediante Western-blot [11].

Silenciamiento mediante RNA de interferencia (siRNA)

La transfeccion se llevo a cabo utilizando 1 ml de OptiMEM que contenia 4 pg de lipofectamina iMax
(Invitrogen, Carlsbad, CA), con RNA de interferencia 100 nM especifico para Akt o inespecifico de
control (siC) durante 72 h seglin los protocolos del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). A las 72 horas
después de la transfeccion, el medio se elimind y se reemplazd por RPMI que contenia un 10% de suero
fetal bovino. Tras la transfeccion, las células se usaron para ensayos de viabilidad celular MTT o
Western-blot.

Actividad antitumoral en modelos de raton

Se compraron ratones atimicos nude-Foxnl (nu/nu) de 4 semanas de edad de Envigo RMS (Barcelona,

Espaiia) y se alojaron en un gabinete de flujo de aire laminar en condiciones libres de patdégenos en un
horario de 12 h de Iuz/oscuridad a 21-23°C y 40-60% de humedad con acceso a granulos de alimentos y
agua del grifo a voluntad. 4 animales fueron alojados por jaula. Se utiliz6 el analisis de potencia de G para
calcular el tamafio de la muestra, de acuerdo con nuestros datos y experiencia anteriores y considerando el
efecto de dos colas y un nivel de significacion del 5%. Segun el experimento, se indujeron tumores de
prostata en ratones atimicos mediante inyeccion subcutanea de 5x10° células PC3. Cuando los tumores
alcanzaron los 70 mm?®, los ratones se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos experimentales de 6
animales cada uno, y los siguientes tratamientos se iniciaron diariamente por inyeccion intraperitoneal:
vehiculo (DMSO), 2 mg/Kg de capsaicina (CAP), 10 mg/Kg de docetaxel (DTX) o 2 mg/Kg de
capsaicina + 10 mg/Kg de docetaxel (CAP + DTX). Los tamafios de los tumores se midieron cada dia y se
calcularon utilizando la formula V (mm?) = 1/2 (Longitud x Ancho?). Al final del estudio, los ratones se
sacrificaron colocandolos en una camara llena de gas CO,, y los tumores extirpados se recuperaron y
pesaron.

Andlisis de drogas combinadas

La interaccion del farmaco se determind utilizando la ecuacion de isobolograma del indice de
combinacion (CI) que permite la determinacidon cuantitativa de las interacciones del farmaco, en la que CI
<1 implica sinergismo, CI = 1 efecto aditivo y CI> 1 antagonismo implicito. Se us6 el software
Compusyn version 1.0 (ComboSyn, Inc. Paramus, NJ, EE. UU.) para generar las curvas de dosis-
respuesta, el analisis dosis-efecto y el grafico del efecto del CI.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante ANOVA de dos vias y la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett o la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Los resultados se
informaron como media + S.E.M. o S.D. como se indica en el titulo de la figura, de al menos tres
experimentos independientes. Los datos se consideraron significativos cuando P < 0.05.
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Figura 2.- Efecto antiproliferativo sinérgico de capsaicina y docetaxel en células tumorales de prostata. Las células
LNCaP (panel superior) o las células PC3 (panel inferior) se incubaron con dosis crecientes de docetaxel (DTX),
capsaicina (CAP) o la combinacién de ambos compuestos durante 24 horas y la viabilidad celular se evalué mediante
MTT. Los datos representan la media (n = 3) + SD. *p <0,0001 diferencia significativa entre las células tratadas y las
células control por ANOVA de dos vias y la prueba de comparaciones multiples de Dunnett; I p<0,0001 indica una
interaccion significativa entre el tratamiento con DTX y CAP. Los datos se analizaron con el software CompuSyn
para calcular el indice de combinacion (CI).

Resultados

La capsaicina y el docetaxel inhiben sinérgicamente el crecimiento de las células de PCa

Para evaluar el efecto antiproliferativo del docetaxel (DTX) y la capsaicina (CAP), se incubaron células
de cancer de prostata LNCaP y PC3 con dosis crecientes de DTX, CAP o la combinacion de ambos
compuestos y la viabilidad celular se determind mediante MTT. Como se muestra en la Fig. 2, tanto DTX
como CAP reducen individualmente la viabilidad de las células LNCaP y PC3. La CAP sola inhibi6 la
viabilidad celular de forma dependiente de la dosis desde 40 uM en células LNCaP y desde 20 uM en
células PC3. Cabe destacar que la concentracion inhibitoria del 50% (CI50) fue mucho mas alta para
DTX (300 uM) que para CAP (72 uM) en células PC3. Cuando se combinaron DTX y CAP, se observo
una reduccion dramatica en la viabilidad celular. Probamos una relacion CAP:DTX constante (2:1) para
crear isobologramas utilizando el software CompuSyn© y para calcular el indice de combinacion (CI). El
CI permite la cuantificacion de sinergismo o antagonismo para dos farmacos, donde un CI de 1 indica un



Inhibicion sinérgica del crecimiento de células de PCa por DTX+CAP

efecto aditivo, mientras que un CI <I o CI> 1 indica sinergismo o antagonismo, respectivamente. El CI
mostréd un potente efecto sinérgico sobre la viabilidad celular en cuatro de las cinco combinaciones
utilizadas en las células LNCaP y en las cinco combinaciones utilizadas en las células PC3. Del mismo
modo, el isobolograma para la combinacién de docetaxel y capsaicina mostré que todos los puntos de
datos combinados en las células PC3 caen en la parte inferior izquierda, lo que indica sinergismo (Fig. 2).
En LNCaP, el efecto sinérgico fue evidente en cuatro combinaciones, pero fue menos fuerte que en las
células PC3. Luego, para experimentos adicionales, elegimos la combinacion de DTX 40 uM + CAP 80
UM, ya que tenia un alto efecto sinérgico pero un efecto citotéoxico moderado.
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Figura 3.- La combinacion de docetaxel y capsaicina inhibe eficazmente la via de Akt/mTOR. Las células LNCaP o
PC3 se incubaron con docetaxel 40 uM (DTX), capsaicina 80 pM (CAP) o la combinacién de ambos durante 1 o 24
horas y los niveles de fosforilacion de Akt, mTOR, S6 y sus correspondientes formas totales fueron determinados por
Western-blot. La B-tubulina sirve como control de carga. Los analisis densitométricos de las bandas representadas
como la media + desviacion estandar de tres experimentos diferentes se muestran debajo de los graficos. * p<0,05
diferencia significativa entre las células tratadas y las células de control por ANOVA de dos vias y la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett; y  p<0.05 indican una interaccion significativa entre el tratamiento con DTX y
CAP.
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La capsaicina y el docetaxel inhiben la via PI3K/Akt/mTOR

Akt es el componente principal de la ruta de sefializacion PI3K/Akt/mTOR que esta constitutivamente
activa en las células PC3 y LNCaP debido a una delecion del gen supresor de tumores PTEN. La
activacion de esta via de sefializacion esta involucrada en muchas funciones que inducen el crecimiento
celular. Para corroborar si el efecto antiproliferativo del tratamiento combinado de DTX y CAP estaba
relacionado con esta via, evaluamos la fosforilacion de Akt y de sus efectores posteriores mTOR y S6.

Los resultados mostraron que el DTX indujo una inhibicién moderada de la fosforilacion de Akt, mTOR
y S6 solo en las células PC3 y que la CAP disminuy¢ la fosforilaciéon de Akt, mTOR y S6 tanto en las
células PC3 como en las LNCaP a la 1 y a las 24 h (Figura 3). Sin embargo, el tratamiento conjunto con
DTX y CAP condujo a una mayor inhibicion de la fosforilacion de Akt en células LNCaP y suprimio la
fosforilacion de Akt en células PC3, tanto a la hora como a las 24 horas (Fig. 3). Del mismo modo, la
fosforilacion de mTOR y S6 también se inhibieron significativamente en las células PC3 tratadas
conjuntamente (Fig. 3). En las células LNCaP, el tratamiento combinado también causo la inhibicion de
la fosforilacion de mTOR y S6, pero el efecto fue mas débil que el de las células PC3 incluso a las 24 h,
lo que indica que el tratamiento combinado es mas eficaz en las células de cancer de prostata PC3
resistentes a la castracion (Fig. 3). El analisis ANOVA reveld que el efecto inhibitorio producido por
DTX + CAP en la fosforilacion de Akt, mTOR y S6 era diferente del producido por DTX o CAP dado
individualmente. Ademas, el efecto inhibitorio sobre Akt, mTOR y S6 a las 24 h en las células tratadas
fue mayor que la suma de los efectos individuales de DTX y CAP y el indice de combinacioén fue menor
que 1, lo que indica sinergismo (Fig. 3). Esos resultados sugieren que CAP y DTX bloquean de forma
sinérgica la ruta PI3K/Akt/mTOR, lo que podria subyacer al efecto antiproliferativo de la combinacion de
DTX y CAP en células de PCa.

Para corroborar esto, silenciamos Akt por RNA de interferencia y determinamos la viabilidad celular por
MTT. Como se muestra en la Fig. 4, el bloqueo de la ruta PI3K/Akt/mTOR eliminé el efecto que el DTX
ejercia sobre la viabilidad de las células PC3, mientras que potencid el de la CAP. Esto parece indicar que
el DTX necesita a Akt para ejercer su efecto antiproliferativo y que la inhibicién de la via PI3K/Akt
podria ser la responsable del efecto antiproliferativo sinérgico provocado por la combinacion de DTX y
CAP en las células de cancer de prostata PC3 resistentes a la castracion.
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Figura 4.- El bloqueo de la ruta de PI3K/Akt dificulta el efecto inhibitorio del docetaxel en el crecimiento de células
de PCa. Akt fue silenciado en las células PC3 por transfeccion con RNA de interferencia selectivo. Los niveles de
fosforilacion de Akt, mTOR, S6 y sus correspondientes formas totales determinadas por Western-blot se muestran a
la izquierda. La viabilidad celular por MTT se muestra a la derecha.

Estudio antitumoral in vivo

Para evaluar la eficacia terapéutica de la combinacion de DTX y CAP in vivo, se indujeron tumores de
xenoinjerto de células PC3 en ratones inmunodeprimidos mediante inyeccion subcutanea en uno de los
flancos.

Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 70 mm?, los animales se asignaron al azar a varios grupos
(n=6) y fueron tratados con CAP o DTX por separado o con el tratamiento combinado de ambos
compuestos mediante inyeccion intraperitoneal. A pesar de que 6 dias después del inicio del tratamiento
el DTX disminuy6 significativamente el crecimiento de los tumores, el co-tratamiento de DTX + CAP
logro una eficacia antitumoral significativamente mayor. Como se muestra en la Figura 5, la combinacion
de docetaxel y capsaicina mostré una mayor actividad antitumoral que cualquiera de los agentes por si
solos. Pasados 15 dias de tratamiento, el volumen tumoral de los ratones tratados con 2 mg/kg de CAP se
redujo en un 24% respecto al de los controles, el de los tratados con 10 mg/kg de DTX se redujo en un
45% y el de los tratados con el tratamiento combinado sufrié una reduccion del 78% (Fig. 5A). Del
mismo modo, los tumores de los ratones tratados con terapia de combinacién tuvieron un peso humedo
significativamente menor que el de los tratados con DTX o CAP por separado (Fig. 5B).



Al final de los 15 dias, se analizo el estado de la via PI3K/Akt/mTOR en los tumores de células PC3. La
Figura 5B muestra que, en linea con los resultados in vitro, la actividad de Akt y mTOR en los tumores
tratados con el tratamiento combinado fue sustancialmente menor que en los tratados con cada uno de los
compuestos por separado. Por tanto, estos resultados indican que la combinacion de capsaicina y
docetaxel reduce sinérgicamente el crecimiento de los tumores de células PC3 in vivo y es eficaz para este
modelo de PCa resistente a la castracion.
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Figura 5.- Actividad antitumoral in vivo de la combinacion de docetaxel y capsaicina. Ratones atimicos fueron
inyectados subcutdneamente en el flanco derecho con células PC3. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 70
mm?, los ratones se trataron diariamente mediante inyeccion intraperitoneal con vehiculo (control), 10 mg/kg de
docetaxel (DTX), 2 mg/kg de capsaicina (CAP) o ambos compuestos (DTX+CAP). Los volumenes tumorales se
midieron diariamente. A. Curva de crecimiento de tumores de células PC3 después de la administracion de vehiculo
(diamantes), DTX (circulos), CAP (cuadrados) o ambos compuestos (triangulos). Los resultados representan la media
+ SEM de 6 ratones en cada grupo. * p <0.05 diferencia significativa entre los ratones tratados y de control por
ANOVA de dos vias y la prueba de comparaciones multiples de Tukey. A continuacién se muestra el peso del tumor
al final del tratamiento. B. Peso de los tumores y analisis por Western-blot de la via PI3K/Akt/mTOR en los tumores
disecados de PC3.

Discusidn

El DTX es considerado el farmaco anticancerigeno mas prometedor para el tratamiento del PCa. Sin
embargo, la rapida aparicion de resistencia y toxicidad sistémica disminuyé su eficacia. La terapia de
combinacion representa una estrategia terapéutica prometedora para superar la toxicidad mediante la
reduccion de la dosis efectiva. Varios agentes prometedores estan emergiendo con un papel potencial en
las combinaciones con DTX. Los hallazgos preclinicos sugieren que la combinacion de estas estrategias
innovadoras con los tratamientos tradicionales ofrece nuevos beneficios que mejoran el resultado del
tratamiento [14, 15]. En este estudio evaluamos la efectividad de la combinacion de docetaxel y el
compuesto natural capsaicina para reducir el crecimiento del tumor de préstata. Encontramos que la
combinacion de ambos compuestos mostr6 un efecto antitumoral sinérgico tanto in vitro como in vivo, al
igual que se han obtenido resultados similares con otros compuestos utilizados en combinacién con DTX
[16-18]. Nuestros resultados muestran que la combinacién de DTX y CAP causé una fuerte disminucion

en los niveles de fosforilacion de Akt, mTOR y S6 y que el bloqueo de esta via impide la inhibicion de la
viabilidad celular inducida por DTX y el efecto sinérgico.

Los datos recientes indican que la CAP presenta sinergismo con diversos farmacos convencionales como
la camptotecina [8], la pirarubicina [19], la brasinina [10] y el resveratrol en varias lineas celulares
tumorales [20]. Sin embargo, los mecanismos moleculares implicados en este efecto sinérgico siguen
siendo en gran parte desconocidos. Resultados previos [11] dilucidaron un importante papel de la via
PI3K/Akt/mTOR en el comportamiento sinérgico del tratamiento combinado de CAP y sorafenib en
hepatocarcinoma. Del mismo modo, nuestros resultados sugieren que la combinaciéon de DTX y CAP
ejerce su efecto antiproliferativo mediante la inhibicioén de la via PI3K/Akt/mTOR.

Para investigar mas a fondo el efecto antitumoral sinérgico de la combinacion de DTX y CAP, se
indujeron tumores de xenoinjerto en ratones desnudos que se trataron con CAP, DTX o ambos. De
acuerdo con los datos publicados sobre la biodisponibilidad y absorcién de la capsaicina [21], para los



estudios in vivo utilizamos una dosis de capsaicina equivalente a la utilizada con las células (considerando
un volumen de sangre de ratones de 2,5 ml y un peso medio de ratones de 30 g, 80 uM es equivalente a 2
mg/kg). Por otro lado, el DTX tiene una baja biodisponibilidad principalmente debido a su escasa
solubilidad acuosa y su transporte en la sangre mediante la unién a proteinas plasmaticas como las
lipoproteinas, la albimina y la glicoproteina 4cida al. Por lo tanto, las dosis in vivo de docetaxel son
generalmente mas altas que las usadas en las células. Por lo tanto, elegimos una dosis de docetaxel de 10
mg/kg, que es la dosis utilizada cominmente en los estudios in vivo [22-24]. En los tumores de células
PC3, DTX y CAP disminuyeron significativamente el crecimiento del tumor y la combinacién de DTX +
CAP tuvo una actividad antitumoral mas fuerte que cualquiera de los dos compuestos administrados por
separado. El tratamiento conjunto indujo una inhibicion robusta de la via PI3K/Akt/mTOR en los tumores
de prostata PC3. Por lo tanto, demostramos que la combinacion propuesta de DTX y CAP inhibe
fuertemente el crecimiento de células de cancer de prostata resistentes a la castracion tanto in vitro como
in vivo.

Conclusion

Estos hallazgos indican que la combinaciéon de capsaicina y docetaxel reduce sinérgicamente el
crecimiento de células de cancer de prostata in vitro e in vivo mediante la inhibicion de la via
PI3K/Akt/mTOR. Por tanto, la administracion conjunta de docetaxel y capsaicina podria representar una
estrategia terapéutica relevante para mejorar la quimioterapia con docetaxel en pacientes con cancer de
prostata.
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