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RESUMEN

La glandula prostatica es altamente susceptible a la transformacién oncogénica a una
frecuencia significativamente mayor a otros tejidos sexuales, debido a esto ocupa la
segunda causa de muerte en México en varones por Cancer, las especies reactivas de
oxigeno han demostrado jugar un papel importante al estimular caracteristicas de un
fenotipo agresivo como son incrementar los procesos de proliferacion y migracion, el
estudio que se realizo fue con las lineas celulares PC3 y DU145 lo que los resultados
indicaron fue que DU145 tiene una menos actividad de catalasa, la actividad de glutation
reductasa es cinco veces menos en PC3 comparada con DU145, lo que sugiere que esta
linea tiene una menos capacidad para reducir GSSG, es importante mantener el estado
redox. La elevada tasa de produccién de especies reactivas de oxigeno debido en parte
por la baja actividad de glutation reductasa puede ser la responsable de la estabilizacion
de HIF-1a en condiciones de normoxia en la linea celular PC3, por lo que la
administracion de antioxidantes y/o la sobre expresion de GRed en PC3 podria disminuir
la estabilizacién de HIF-1a y la malignidad de esta linea celular.



1. INTRODUCCION
1.1. Fisiologia prostatica

La préstata es una glandula exocrina accesoria masculina que rodea la porcion inicial de
la uretra, con forma de castafa, ubicada enfrente del recto y a la salida de la vejiga
urinaria cuya funcion fisioldgica es disolver el semen coagulado que se forma por accion
de las proteinas de las vesiculas seminales, a los pocos minutos de la eyaculacién
(Cofey, 1994) (Fig. 1.1.1). La préstata secreta varias proteinas como: fosfatasa acida,
seminina, activador de plasmindgeno y antigeno prostéatico especifico (PSA), este Ultimo
utilizado en el prondstico de cancer de préstata (NIH 2019).

La glandula prostatica puede dividirse en tres zonas: 1) la zona de transicion se encuentra
en el interior de la glandula y es la parte mas pequefa (cerca del 10%). Rodea a la uretra
entre la vejiga y la tercera parte de la uretra; 2) la zona central, la cual rodea a la zona de
transicion y representa aproximadamente un cuarto del total de la masa prostatica. En
esta regidn se encuentra el ducto y las vesiculas seminales; 3) La zona periférica
representa la parte mayoritaria de la préstata (70% aproximadamente) (IQWiG 2006).

La zona de transicion tiende a crecer con la edad, denominandose hiperplasia prostatica
benigna (BPH). Cuando esta zona presiona contra la vejiga y la uretra, puede provocar
problemas al orinar. Por otro lado, los tumores malignos se desarrollan primordialmente
en la zona periférica (IQWiG 2006).

Zona de prostata

Predisposicion a la enfermedad de CaP

Periférica | Transicion | Central

Carcinoma

a. Zona central l:l Alta prevalencia

b. Zona
fibromuscular D Media prevalencia

c. Zona de transicion
El Baja prevalencia

d. Zona periférica

e. Region de la
glandula periuretral

Ducto eyaculatorio

Figura 1.1.1 Fisiologia prostatica y predisposicion al desarrollo de tumores malignos. Imagen tomada y
modificada de De Marzo et al, 2007.

En el epitelio prostatico se puede distinguir tres tipos celulares segun sus caracteristicas
morfoldgicas (Figural.l.1), su funciony su relevancia en la carcinogénesis. El tipo epitelio
luminal es andrégeno dependiente y produce proteinas secretoras como PSA y expresa
el receptor de androgenos (RA), células basales que forman una capa continua y no
producen proteinas secretoras prostaticas pero expresan factores que protegen del dafio



al DNA, como la proteina glutation-s-transferasa (GST) y el gen antiapoptético Bcl-2, el
tercer tipo es el neuroendocrino, es independiente de androgenos y su acumulacion en
la capa basal es una caracteristica de un cancer de préstata agresivo (De Marzo et al ,
1998).

Célula

i : 5 i Célula
intermedia Célula luminal ) )
neuroendocrina Célula basal

Membrana -

Epitelio

Musculo

Estroma liso

Neurona

Fibroblasto Célula endotelial

Figura 1.1.2 Tipos celulares en la préstata adulta. El compartimento epitelial de la préstata esta compuesto
por células basales que delimitan la membrana basal, células luminales secretoras, y células
neuroendocrinas. Estos ductos epiteliales son adyacentes a un compartimento estromal que incluye células
de musculo liso, fibroblastos y componentes neuronales. Imagen tomada y modificada de Toivanen, 2017.

Importancia de las hormonas en el desarrollo de la prostata

El funcionamiento y desarrollo de la prostata es dependiente de androgenos como la
testosterona y su derivado dihidrotestosterona (DHT) que es el principal andrégeno que
media el crecimiento de la préstata (Banerjee, 2018). Cuando la testosterona entra a las
células prostaticas, el 90% es convertida en DHT por accion de la enzima 5a-reductasa
(Feldman et al. 2001). DHT es mas afin por el receptor de andrégenos (RA) que la
testosterona (Gao et al. 2005).

El RA esta compuesto por una region amino terminal (dominio de activacion), un carboxilo
terminal (dominio de unién al ligando) y un dominio de unién al DNA en la region media
gue contiene dos dedos de zinc. El RA se encuentra unido a proteinas de choque térmico
(HSP) y otras proteinas que previenen su union al DNA (Konigsberg, 2008).

La uniéon de andrégenos genera un cambio conformacional en el RA, lo que induce su
disociacion a las HSP y a la fosforilacion del receptor mediada por la proteina cinasa A
(Feldman et al. 2001). El cambio conformacional inducido por DHT favorece la formacion
de un homodimero que puede unirse a elementos de respuesta a androgenos (ARE) en
la regidbn promotora de genes blanco que participan en procesos de proliferacion,
comunicacion celular, diferenciacion, etc. (Bolton et al. 2007) (Fig. 1.1.3).
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Figura 1.1.3 Papel del receptor de andrégenos en el desarrollo de la prostata y la sefializacion a través
de RA es el principal medio por el cual las células del cancer de préstata crecen y se propagan. Imagen
modificada de https://www.cancer.gov/news-events/cancer-currents-blog/2016/prostate-ror-gamma-
inhibitor).

1.2. Cancer de prostata

El término “cancer” hace referencia a un conjunto de enfermedades que tienen en comun
el crecimiento celular descontrolado. En general, el desarrollo del cancer puede dividirse
en tres etapas, iniciacion, promocion y progresiéon. Durante el progreso en las etapas de
desarrollo, el cAncer adquiere caracteristicas que promueven su malignidad (Hanahan et
al. 2011). Actualmente se tiene el consenso que el cancer posee 10 caracteristicas
comunes (Wyant, 2020):

1) sefalizacion sostenida de la proliferacion; 2) evasion de supresores de crecimiento; 3)
activacion de la invasion y metastasis; 4) inmortalidad replicativa; 5) induccion de
angiogénesis; 6) resistencia a la muerte celular; 7) desregulacion energética celular; 8)
evasion del sistema inmune; 9) inflamacion promovida por el tumor; 10) inestabilidad
gendmica y mutaciones.

La préstata es altamente susceptible a la transformacion oncogénica, a una frecuencia
significativamente mayor a otros tejidos sexuales secundarios como las vesiculas
seminales. Aproximadamente uno de cada ocho varones sera diagnosticado con cancer
de prostata (CaP) durante su vida a nivel mundial (https://www.cancer.org/es/cancer/
cancer-de-prostata/acerca/estadisticas-clave.html). Consecuentemente, esta
enfermedad ha sido ampliamente estudiada con la intension de entender su etiologia y
mejorar su tratamiento.
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Estadisticas del CaP

A nivel mundial, el CaP ocupa el segundo lugar en incidencia en hombres (1.2 millones
de nuevos casos en 2018) y la quinta posicion en mortalidad por cancer (0.35 millones
de fallecimientos en 2018) (Bray et al. 2018). En México, el 70% de los casos de CaP se
detectan en los estadios avanzados de la enfermedad (Secretaria de Salud 2019), y
representa la primera causa de muerte por cancer en varones (7 mil defunciones
anualmente) (CANIFARMA 2018).

Tabla 1.2.1. Incidencia y mortalidad de las principales neoplasias en México y a nivel
mundial (GLOBOCAN 2018).

Principales Canceres en el México Principales Canceres en el Mundo
Hombres 25> ainos Hombres 25> afos
Cancer Incidencia Mortalidad Cancer Incidencia Mortalidad
Prostata 25,044 6,914 (27%) Pulmoén 1,366,815 1,183,655(86%)
Colon 5,291 2 938 (55%) Préstata 1,255,859 358,864(26%)
Higado 591,661 545,203(92%)
Estomago 3,899 3,179(81%)
Colon 573,639 289,721(51%)
Higado 3,362 3,319(98%)
Recto 428,908 183,601(43%)
H 0,
Testis 2,930 | 409(14%) Vejiga 422,995 | 148,051(35%)
Rifién 2,517 1,653(65%) Esofago 399,275 356,989(89%)

Estadios del CaP

La clasificacion patolégica del CaP es definida por la suma de un puntaje de Gleason, el
cual esta basado en criterios morfolégicos (Gleason,1974). Este método es el mas
utilizado para la clasificacion del tejido en el CaP y el factor de prondstico mas importante.
Una puntuacién de Gleason alta predice una progresion mas rapida y sugiere que se
necesitan tratamientos mas agresivos (Amin et al, 2005).

Los estadios clinicos del CaP son los siguientes (https://www.hopkinsmedicine.org/
health/conditions-and-diseases/prostate-cancer/prostate-cancer-stages):

T1: El tumor no puede ser detectado mediante el examen rectal digital o por técnicas de
imagen (tomografia computacional o ultrasonido transrectal) (PSA = 9.31£2.1).
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- Tla: El tumor se descubre accidentalmente durante un procedimiento quirdrgico
usado para tratar la hiperplasia prostatica benigna (BPH), la cual es un crecimiento
anormal de la préstata. El cancer se encuentra en el 5% o menos del tejido
removido.

- Tilb: El tumor se descubre accidentalmente durante un procedimiento quirdrgico
usado para tratar BPH, la cual es un crecimiento anormal de la préstata. El cancer
se encuentra en mas 5% del tejido removido.

- Tlc: Eltumor se descubre durante una biopsia que se llevo a cabo por los elevados
niveles de PSA.

T2: El tumor aparentemente estéa confinado en la préstata. Debido al tamafio del tumor,
el doctor los puede sentir durante el examen rectal digital o por técnicas de imagen
(PSA = 6.1£1.5).

- T2a: El tumor ha invadido la mitad (o menos) de un lado de la préstata.

- T2b: Eltumor ha invadido mas de la mitad de un lado de la préstata, pero no ambos
lados.

- T2c: El cancer ha invadido los dos lados de la prostata.

T3: El tumor ha crecido fuera de la prostata y puede estar diseminado en las vesiculas
seminales (PSA = 19.9+4.7).

- T3a: El tumor se esté desarrollando fuera de la prostata; sin embargo, no se ha
diseminado en las vesiculas seminales.
- T3b: El tumor se ha diseminado a las vesiculas seminales.

T4: El tumor se ha diseminado a los tejidos adyacentes a la prostata distintos a las
vesiculas seminales. Por ejemplo, el cancer ha crecido al recto, la vejiga, el esfinter
uretral o a la pared pélvica (PSA = 30.2+5.5).

Etapa | Etapa || Etapa Il Etapa IV

Figura 1.2.1. Estadios clinicos del CaP. La clasificacién del CaP esta basada en un sistema que valora la
arquitectura histopatoldgica de los tumores prostaticos y se divide en cuatro etapas. Etapa |: tumor
indetectable por tacto o imagen; Etapa Il: Tumor detectable por tacto o imagen que se encuentra confinado
en la prostata; Etapa Ill: Tumor externo a la préstata y posible invasion a vesiculas seminales; Etapa IV:
Diseminacion del tumor en tejidos adyacentes distintos a las vesiculas seminales. Imagen modificada de
https://www.moderncancerhospital.com.cn/cancer-staging/prostate-cancer-staging/.
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Tratamientos para el CaP

Actualmente se utilizan ocho tipos de tratamiento estandar para tratar a los pacientes con
CaP dependiendo de su grado de malignidad (NCI 2021):

- Vigilancia activa. Consiste en monitorear de cerca la condicion de un paciente sin
administrar ningun tratamiento hasta que los signos o sintomas aparezcan o cambien.
Se utiliza para encontrar los primeros signos de que la afeccidén esta empeorando.

- Cirugia. Existen diversos procedimientos quirdrgicos dependiendo de las
caracteristicas del tumor: la prostatectomia radical es un procedimiento quirargico para
extirpar la préstata, el tejido circundante, las vesiculas seminales y los ganglios
linfaticos cercanos; la linfadenectomia pélvica se utiliza para remover los nédulos
linfaticos en la pelvis. El tejido es analizado por un patélogo en el microscopio y si los
nédulos contienen células cancerosas, entonces, la préstata no es removida y se
recomienda otro tipo de tratamiento; la reseccion transuretral de la préstata sirve para
remover tejido de la préstata utilizando un resectoscopio insertado a través de la uretra.
Este procedimiento se utiliza para tratar la hipertrofia prostatica benigna y en algunas
ocasiones para mejorar los sintomas causados por el tumor antes de aplicar otro tipo
de tratamiento.

- Radioterapia. Es un tipo de terapia que utiliza rayos X u otro tipo de radiacién para
matar a las células cancerosas o mantenerlas sin crecimiento. Existen diferentes
técnicas para aplicar la radiacion, por lo que las radioterapias se dividen en interna y
externa. La radioterapia externa utiliza una maquina fuera del cuerpo del paciente que
irradia el area del cuerpo con céncer, por ejemplo, la radioterapia conformada
tridimensional permite que la radiacion se ajuste a la forma del tumor, lo que favorece
una mayor radiacién sobre el tumor y un menor dafio a tejido sano. La radioterapia
interna usa sustancias radioactivas que son colocadas directamente dentro o cerca del
cancer. En estadios tempranos del CaP se pueden colocar “semillas” radioactivas que
son colocadas en la préstata utilizando agujas. Cuando el cancer se encuentra
esparcido, su puede utilizar radioterapia farmacéutica, en la que se usan sustancias
radioactivas (Ej. radio 223) que son inyectadas en la vena y viajan a través del torrente
sanguineo.

- Terapia hormonal. Es un tratamiento que elimina las hormonas o bloquea su accién
y detiene el crecimiento de las células cancerosas. En el CaP, las hormonas sexuales
masculinas pueden hacer que crezca, por lo que se utilizan medicamentos, cirugia u
otras hormonas para reducir la cantidad de hormonas masculinas o impedir que
funcionen (Denmeade, 2002) (Fig.1.2.2). Esto se llama terapia de privacion de
androgenos (ADT por sus siglas en inglés). La terapia hormonal para el CaP puede
incluir lo siguiente: El acetato de abiraterona puede evitar que las células del CaP
produzcan andrégenos. Se usa en hombres con CaP avanzado que no ha mejorado
con otra terapia hormonal. También se usa en hombres con CaP de alto riesgo que ha
mejorado con tratamientos que reducen los niveles hormonales. La orquiectomia es
un procedimiento quirdrgico para extirpar uno o ambos testiculos, la principal fuente
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de hormonas masculinas, como la testosterona, para disminuir la cantidad de hormona
que se produce. Los estrégenos (hormonas que promueven las caracteristicas
sexuales femeninas) pueden evitar que los testiculos produzcan testosterona. Sin
embargo, en la actualidad, los estrégenos rara vez se usan en el tratamiento del CaP
debido al riesgo de efectos secundarios graves. Los agonistas de la hormona
liberadora de hormona luteinizante pueden evitar que los testiculos produzcan
testosterona. Los antiandrogenos pueden bloquear la accién de los andrégenos (Ej.
Flutamida). En las fases avanzadas de la enfermedad, las células tumorales se hacen
insensibles a la ADT, dando lugar a un tumor refractario de hormonas (Abate-
shen,2000).

Hipotdlamo fmeendl Pituitaria anterior

GnRH
FSH, LH

Degarelix »
Relugolix Testiculos (
l Abiraterona

CYP17
Testosterona « AE Progesterona

Finasterida
Dutasterida ‘ T

| CYP17

X1 l \ DHEA 4«—— Pregnenolona

5-aR

Enzalutamida, Flutamida, DHT «———— Testosterona

Nilutamida, Bicalutamida,
Apalutamida, Darolutamida

Qrbstata

Figura 1.2.2. Terapia hormonal en el tratamiento de CaP. La hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) es secretada por el hipotalamo y estimula la liberacién de las hormonas gonadotrépicas como son
la hormona luteinizante (HL) y la hormona foliculo estimulante (FSH), las cuales a su vez estimulan la
produccion de testosterona en los testiculos. La testosterona ingresa a la préstata donde es metabolizada
por la testosterona 5-a-reductasa (5-aR) y produce dihidrotestosterona (DHT) el cudl se une al receptor de
androgenos (RA) formando un complejo (DHT-RA). El complejo DHT-RA se une a regiones promotoras de
genes conocidas como elementos de respuesta a andrégenos (ERA). Los genes estimulados por la DHT
son indispensables para el crecimiento tumoral en algunos estadios del CaP. La terapia hormonal en CaP
consiste en inhibir alguno de los procesos involucrados en la sintesis de DHT o en su unidn con el receptor
de andrégenos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Estrés oxidante y ROS

El estrés oxidante es un proceso donde la velocidad de produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) es mayor a la velocidad de consumo de dichas especies, dando como
resultado un incremento en la concentracion de ROS (Fig. 2.1.1). Las principales
especies reactivas de oxigeno son: oxigeno singulete (*AOz2), radical superéxido (O2*),
peroxido de hidrégeno (H202) y radical hidroxilo (HO®). Estas especies reactivas pueden
desencadenar diversos procesos citotoxicos y genotoxicos (Ej. formacion de aductos en
el DNA, peroxidacion lipidica, modificacion de proteinas, etc.), los cuales estan presentes
en diversas etapas de la etiologia del CaP (Khandrika et al. 2009). A continuacién, se
presentan algunas propiedades quimicas de las principales ROS.

Estrés oxidants

SISTEMA PROOXIDANTE SISTEMA ANTIOXIDANTE

Moléculas poco
> reactivas (H,0, O,y
conjugados con
GSH)

>
1 ol

P450 NOX

Formacién de aductos,
inhibicion de la CR)

Procesos Toxicos @
(Peroxidacion lipidica, @

Figura 2.1.1. Estrés oxidante. Representacion del balance que existe entre la produccion de especies
reactivas (ROS) y el sistema antioxidante celular. Si este balance se pierde, aumenta la concentracion
intracelular de las ROS y se pueden favorecer los procesos téxicos (CAT: catalasa, GPX: Glutation
peroxidasa, GTS: glutation transferasa, GSH: glutation, GRed: Glutation reductasa, SOD: superdxido
dismutasa).

Especies reactivas de oxigeno

Los ROS son moléculas que contienen oxigeno, las cuales poseen propiedades quimicas
diversas, por ejemplo, pueden ser radicales libres, iones, moléculas neutras, con diversos
potenciales de oxidacion, etc. A continuacion, se expondran algunas caracteristicas
quimicas principales (Kénigsberg, 2008).
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- Oxigeno singulete

El andlisis de los orbitales moleculares del oxigeno, muestra que esta molécula posee
dos electrones desapareados en su ultimo nivel de energia (n*) (Fig. 2.1.2.), haciendo
qgue el oxigeno sea un biradical libre (molécula con dos electrones desapareados) y que
posea un valor de spin=1 (Laing,1989). A este estado del oxigeno se le conoce como
oxigeno triplete y se simboliza como 3:02. Para que el 33Oz participe en reacciones redox
con otros atomos 0 moléculas tendria que aceptar de un reductor un par de electrones
con el spin paralelo para que ocupen los espacios vacantes en los orbitales n* del
oxigeno. La mayoria de las moléculas organicas son diamagnéticas, es decir, poseen
pares de electrones de spin opuesto. Por lo tanto, el oxigeno es incapaz de oxidar
eficazmente biomoléculas a través de la aceptacion de dos electrones (Fig. 2.1.2.)
(Krumova et al. 2016).

La trasferencia de energia al 3202 puede llevar a la formacién de dos estados electrénicos
mas reactivos denominados como oxigeno singulete (*:AO2, 1302) (Fig, 2.1.2). Ambos
estados singuletes tienen pares de electrones con spin opuesto, por lo que ya no existe
la restriccion de spin, incrementando su capacidad de oxidar moléculas organicas (Fig.
2.1.2.) (Krumova et al. 2016). La diferencia entre los tipos de oxigeno singulete es que
en 1302 los electrones se encuentran en orbitales distintos y en *AO2 los electrones se
encuentran en el mismo orbital (Kearns 1971) (Fig. 2.1.2). El 102 decae rapidamente y
se transforma en !AO: siendo esta Ultima forma de oxigeno singulete la de mayor
relevancia biologica (Kearns 1971, Halliwell 2015).

c*2p
] | Figura 2.1.2 Diagramas de
T*2p T*2p orbital molecular para el oxigeno
en estado basal o triplete (3202) y
'Hf 1 para el estado excitado u oxigeno

Energia n2p /”’ n2p \ESGbilizacién singulete (1AO>).
/I o2p

Oxigeno singulete /
('Z0,)
— o*2p /\
/@\ c*2p Energia

MoEula e e e e Molécula
orgénica /”, /H/ 1_[( l orgénica
g P | w2
c?p c2p
Oxigeno triplete Oxigeno singulete
(’Z0,) (*A0,)
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El *AO:2 tiene un tiempo de vida media de 10°s (Sies et al. 1993) y es un oxidante muy
potente que puede oxidar componentes celulares como lipidos, proteinas, y acidos
nucleicos. El *AO2 puede difundir a través de membranas celulares llegando incluso a
compartimentos extracelulares (Manda et al. 2009). La mayoria del *AOz en los sistemas
biolégicos es generado en reacciones de fotosensibilizacion donde un sensibilizador
apropiado es excitado electronicamente y luego transfiere esa energia al oxigeno
(Sies,1986). El oxigeno singulete también puede ser formado en las reacciones llevadas
a cabo por el sistema del citocromo p450 (P450) (Hrycay et al. 2015).

- Radical anién superoéxido

El 3302 puede reaccionar con especies guimicas que tengan electrones desapareados,
por ejemplo, radicales libres (ej. semiquinona, flavinas) o los metales de transicion como
el hierro encontrado en los centros hierro-azufre [Fe-S]. La reduccién de un electrén del
3302 da como resultado la formacién del anién radical superéxido (O2°*) (Krumova et al.
2016). El O2* es considerado como la ROS primaria y al interactuar con diferentes
moléculas o sistemas enzimaticos, puede dar lugar a la formacion de otras ROS
denominadas secundarias (ej. H202 y HO®) (Valko et al. 2007).

CITOSOL

. Iy
citoplasma :

]
-
- 0000 0000 .
IMS 0
.

IMM @ . e

matriz @ ’_&

Fumarato 0,

Succinato
NAD* @ @ H,0 ADP+Pi
ATP
o

NAD

ope .

Fig. 2.1.3 Generacién de radical super 6xido en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Los
electrones derivados de sustratos oxidables pasan a través de los complejos CI/III/IV en un proceso
exergonico que conduce al bombeo de protones por parte de los complejos Cl, Clll y CIV en el IMM. La
energia en el gradiente de protones conduce a la sintesis de ATP. Los sitios de produccién de superdxido
incluyen los sitios Ir y o en ClI, el sitio lIr en Cll y el sitio lligo en CllII, por el sitio lllgo puede convertirse en
H202 en una reaccion catalizada por SOD1, el Oz puede difundirse en el citoplasma. Las flechas rojas
representan reacciones del sustrato. Las flechas azules muestran el circuito de protones a través del IMM.
En azul claro, los complejos como |, I, I, IV, V, respectivamente. Q ubiquinona; C citocromo c¢; IMM
membrana mitocondrial interna; IMS, espacio intermembrana; OMM, membrana mitocondrial externa.

Circulos rojos son los electrones. Circulos azules son los protones. Imagen modificada de Zhao et al. 2019.
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La produccion de Oz2*- ocurre mayoritariamente en la cadena de transporte de electrones
en la mitocondria. Se estima que, en condiciones normales, entre el 0.2 y el 2% de los
electrones que son transportados en la cadena mitocondrial no siguen la transferencia
normal e interactian con el oxigeno para producir Oz2*". Un total de 7 sitios distribuidos en
los complejos mitocondriales han sido identificados como productores de O2*": los sitios
Iry lg en el complejo I; el sitio lllgo en el complejo lll; y los sitios lIr, G, EF y Dq estan
ligados a las deshidrogenasas Q-dependientes en la poza de quinona hidroquinona
(QH2/Q) (Zhao et al. 2019).

- Peroxido de hidrégeno

El peroxido de hidrégeno (H202) es una molécula neutra con todos sus electrones
apareados, por lo que no es un radical libre. Esta especie reactiva de oxigeno es
relativamente estable (tu2 celular ~1 ms, concentracién intracelular ~10~'M) y no es un
agente oxidante muy potente (D'Autréaux et al. 2007). El H202 puede formarse por la
dismutacion del Oz*" (2 O2*+2H*=»H202), esta reaccion puede ser catalizada por alguna
isoforma de superdxido dismutasa (SOD), las cuales son consideradas enzimas
altamente eficientes (Stroppolo et al. 2001).

El H202 posee un momento dipolar permanente (u) de 2.26x107'® unidades
electrostaticas, muy similar al momento dipolar del agua (u = 1.85x10!® unidades
electrostaticas) (Bienert et al. 2007). Por lo tanto, la difusion pasiva del H20:2 a través de
la membrana lipidica esta limitada como lo es para el agua. La evidencia sugiere que es
la acuaporina 8 (AQP8) la encargada de facilitar el transporte de H202 a través de las
membranas (Bienert et al. 2007).

El H202 consigue mediar la oxidacion de residuos de cisteina (Cys), los cuales alcanzan
estar presentes en regiones relevantes para la funcion de algunas proteinas, por lo que
se ha propuesto que el H202 consigue actuar como segundo mensajero (Lennicke et al.
2015). El primer paso de la oxidacion de tioles mediada por H20:2 es la formacion de acido
sulfénico (R-SOH), el cual consigue reaccionar con tioles para formar enlaces disulfuro
inter o intramoleculares. Estas formas oxidadas de los tioles pueden ser reducidas por
sistemas antioxidantes basados en glutation (GSH) y/o tiorredoxinas (Trx). Al aumentar
la concentracién de H202, los acidos sulfénicos se lograrian oxidar en acido sulfinico (-
SO:2H) y sulfonico (-SOsH). Por lo general, estos productos de oxidacion se consideran
irreversibles y algunas de estas especies pueden estar ligadas a la toxicidad mediada por
H202 (Lennicke et al. 2015) (Fig. 2.1.4).
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Figura 2.1.4. Interaccion entre la generacion de H20: fisiolégica/fisiopatoldgica y el mecanismo de
respuesta antioxidante. El H202 se produce en respuesta a factores de crecimiento por el sistema
NOX/SOD y entra en las células a través de difusion simple a través de AQP, respectivamente, lo que lleva
a un aumento de niveles intracelulares de H20:2. Las peroxiredoxinas (Prx) actian como sensores redox
altamente activos y forman parte de uno de los principales sistemas de desintoxicacién de H202. El sistema
Nrf2 se activa en respuesta a un aumento de los niveles de H202 que conduce a la respuesta antioxidante.
Componentes de los sistemas antioxidantes implicados en el desarrollo de tumores. Las células cancerosas
se caracterizan por tener altos niveles de ROS (H20.). Este tipo de células inducen la expresion de enzimas
antioxidantes mediante la activacion del factor de transcripcion Nrf2.Mantienen la capacidad de promover
la supervivencia, diferenciacién y proliferacion celular al someterse a procesos de adaptacién metabdlica.
confiando asi en la regulacion redox de los sensores redox relacionados con el cancer. Imagen modificada
de Lennicke, 2015.

- Radical hidroxilo

El radical hidroxilo (HO®) es el oxidante mas potente entre las ROS, con un potencial
E®(HO*/H20) = 2.34V (D'Autréaux et al. 2007), por lo que puede reaccionar con
virtualmente todas las biomoléculas. La reaccion del HO® con lipidos puede iniciar la
peroxidacion lipidica (Tejero et al. 2007), la reaccion con las bases nitrogenadas del DNA
puede dar lugar a la formacién de aductos y producir mutaciones (Wells et al. 2009),
también puede oxidar aminoacidos y afectar la funcién de proteinas (Berlett et al. 1997),
etc. (Fig. 2.1.5). Las reacciones del HO® con la mayoria de biomoléculas tienen una
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energia de activacion cercana a cero, por lo que reaccionan rapidamente, haciendo que
el tiempo de vida media de estos radicales sea muy corta (10-%s) (Sies 1993). La elevada
reactividad de estos radicales libres provoca que reaccionen en sitios cercanos a su lugar
de formacién (Valko et al. 2007) y por lo tanto son incapaces de difundir a través de
membranas.

Base
nitrogenada
H 0 HO*
R
M)\/\/ILQ- N, HO—J‘ *
HO* m-l2 NH,
H,0 Guanina 80H-dG
R\//’\/c;/\.f\/ﬂ\o— I l
Mutaciones
0,
HO*

“Mo ‘ HO* H,0 Cmsf h
N A e

Proteina

Figura 2.1.5. Reacciones con hiomoléculas del radical hidroxilo. EI HO® puede reaccionar con
practicamente todas las biomoléculas, incluyendo acidos grasos poliinsaturados e iniciar la peroxidacion
lipidica; bases nitrogenadas e inducir eventos mutagénicos; proteinas y provocar modificaciones
estructurales como entrecruzamientos (cross-link).

Existen dos reacciones principales para la produccion de HO® in vivo: 1) la reaccion de
Fenton/Haber-Weiss (Fig. 2.1.6) (Valko et al. 2007), la cual es catalizada por metales de
transicion y produce HO® a partir de H202 y O2*; 2) la descomposicion del &cido
peroxinitroso (ONOOH) (Radi, 2018), la cual es una especie reactiva de nitrégeno y
oxigeno que se forma por la reaccion entre el radical superéxido y el éxido nitrico (Fig.
2.1.7).

o, mMn H,0,
0, M+ HOY+ HO'

Figura 2.1.6 Reaccion de Fenton/Haber-Weiss. El ciclo comienza con la transferencia de un electrén del
02 a un metal de transicion (M) (Ej. Fe, Cu?*) lo cual provoca la reduccion del metal (M"). El metal
reducido puede transferir un electron al peréxido de hidrégeno, dando lugar a la formacion de radical
hidroxilo (HO®) y anién hidroxilo (HO").
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Figura 2.1.7. Produccion de HO*® a partir de acido peroxinitroso (ONOOH). El 6xido nitrico (NO®) y el radical
superoxido (O2*") pueden reaccionar para dar lugar a la formacion de peroxinitrito (ONOO"), el cual puede
protonarse (pKa = 6.8) y formar ONOOH. Finalmente, el ONOOH puede descomponerse en los radicales
hidroxilos (HO®) y diéxido de nitrégeno (NO2*).

2.2. Defensas antioxidantes

Una vez que se forman las ROS existen mecanismos enzimaticos y no-enzimaticos que
le permiten a la célula contender contra el estrés oxidante. A continuacion, se exponen
los principales mecanismos enzimaticos involucrados en la desintoxicacion de las ROS.

- Superoxido dismutasa (SOD)

El superdxido dismutasa (SOD) es la primera linea de defensa contra las ROS,
catalizando la dismutacion del radical superdxido (O2°*) en peroxido de hidrégeno y
oxigeno (Fig. 2.2.1). Estas enzimas son de las mas rapidas conocidas (k = 1.5 x 10° M-
1s1), por lo que sélo estan limitadas por la difusién de su sustrato (Van Holde, 2002).

Hasta el momento se han caracterizado tres distintas isoformas de SOD en mamiferos
las cuales se diferencian entre si por el tipo de metal que contienen en su sitio activo y
por su localizacién celular (Zelko et al 2002). SOD 1 (ZnCu-SOD) es un homodimero que
tiene un peso molecular de 32KDa, posee en su sitio catalitico un atomo de Zn?* y uno
de Cu?*, en mamiferos se encuentra distribuida en el citoplasma, nucleo y lisosomas.
SOD 2 (Mn-SOD) es un homotetramero (P.M. 92KDa) que utiliza al manganeso en su
sitio activo y se encuentra localizado en la matriz mitocondrial (Halliwell y Gutterridge,
2015). SOD 3 (EC-SOD) es una enzima tetramérica (135KDa) que contiene cobre y zinc
en su sitio catalitico y que es una enzima extracelular que ha sido detectada en plasma,
linfa, ascitis y fluido cerebro espinal (Marklund et al. 1982) (Fig. 2.2.2).

CU++ 0," +2H' c'-'Z++ H,0,

Reaccién neta: 0, + 0, +2H* = 0, + H,0,

Figura 2.2.1. Dismutacion del radial superdxido por accion de la enzima superdxido dismutasa (SOD) su
producto es H20: En la figura se representa a las SOD que contienen al cobre como grupo catalitico, sin
embargo, el mecanismo es similar con el manganeso en un estado de oxidacion inicial de Mn3+ de la SOD2.
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Figura 2.2.2 Distribucién celular
de las diferentes isoformas de
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- Catalasa

La catalasa es una hemoproteina que cataliza la dismutacion del perdxido de hidrégeno
(H202) en O2 y agua (Fig. 2.2.3), para ello emplean dos moléculas de H202 una como
agente reductor y otra como oxidante (Halliwell y Gutterridge, 2015).

Ft’-‘3+ + H,0, = Fe(IV}=0 + H,0 Figura 2.2.3. Dismutacién del

peréxido de hidrégeno por accion de

Fe(lV):O +H,0, 2 Fea++ H,0+ O la catalasa (CAT). EI complejo
22 2 representado por Fe (IV)=0 también

es conocido como compuesto |.

Reaccion neta: H,0, + H,0, = O, + 2H,0

La catalasa es una de las enzimas mas rapidas que existen, una molécula de la enzima
es capaz de catalizar la transformacion de 1 x 10’ moléculas de sustrato por segundo,
dada la afinidad por su sustrato se piensa que su funcion primordial es eliminar las altas
concentraciones de H202; La enzima se presenta en forma de homotetrdmero y se
localiza en los peroxisomas, casi todas las catalasas tienen una masa de 50 a 65 kDa
(Brioukhanov, 2004).

- Glutatién peroxidasa

El glutation peroxidasa (GPx) son una familia de enzimas (GPX-1 a 8) capaces de reducir
peréxidos a expensas de la oxidacion de glutation (GSH) (Fig. 2.2.4). Estas enzimas se
encuentran distribuidas en diversos compartimentos celulares, por ejemplo, en citosol,
nacleo, peroxisomas (GPx-1, GPx-4), reticulo endoplasmico (GPx-7 y 8) y espacios
extracelulares (GPx-3). También existe expresion especializada en algunos tejidos, por
ejemplo, GPx-2 se encuentra altamente expresada en tracto gastrointestinal, GPx-5 se
encuentra expresada en el epididimo y GPx-6 se expresa en embriones y en el epitelio
olfatorio en adultos. El sitio catalitico de las GPx contiene selenocisteina (con excepcién
de GPx-7 y 8 que contienen cisteina), el cual es un aminoacido de cisteina que en lugar
de azufre contiene selenio (Se).
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La presencia de Se provoca una disminucion en el pKa del aminoacido (pKa SH =8.3,
pKa=5.2 para SeH), por lo que la forma desprotonada (Se”) se encuentra favorecida
(Halliwell y Gutterridge, 2015).

Se” + ROOH = SeOH + RO
Figura 2.2.4 Reduccion de peréxidos por
SEOH + GSH SESG + H,0 accion del glutation peroxidasas (GPx).

La selenocisteina (representado como

SeSG + GSH = Se'+ H* + GSSG Se) es el aminoacido catalitico de las
GPx

Reaccién neta: ROOH + 2GSH => ROH + H,0 + GSSG

- Glutation reductasa

El glutation reductasa (GRed) es una enzima homodimérica que pesa 51 KDa la cual
cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH). La
actividad de esta enzima mantiene la proporcion GSH/GSSG elevada (aprox100:1). Esta
enzima posee un grupo flavin adenina dinucleétido (FAD) como grupo prostético, el cudl
toma electrones del NADPH vy los transfiere a un puente disulfuro interno de la enzima.
Los electrones de las cisteinas disociadas son transferidos a GSSG y lo reducen para
formar 2GSH (Fig. 2.2.5) (Deponte, 2013)

FAD FAD
S + NADPH = @ - + NADP*

SH Figura 2.2.5 Reduccién de glutation
disulfuro (GSSG) en glutation (GSH)

FAD FAD utilizando NADPH como donador de
5' + GSSG = @ s + GSH electrones por accién del glutation
SH SSG reductasa (GRed)
FAD FAD
@5 v o @t e
$SG s

Reaccion neta: NADPH + H* + GSS5G => NADP* + 2GSH

- Glutation transferasa

El glutatién se encuentra involucrado en la desintoxicacion de compuestos electrofilicos,
por ejemplo, xenobidticos o productos de la peroxidacion lipidica como el 4-hidroxi-2-
nonenal (4HNE). El glutatién S-transferasas (GST) son una superfamilia de enzimas que
catalizan la union de glutation con una molécula que posee un centro electrofilico, lo cual
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tiene dos efectos, por un lado, se anula la reactividad del centro electrofilico y, por otro
lado, lo hace mas hidrofébico con respecto de la molécula original y favorece la secrecion
de la célula (Fig. 2.2.6).

@)oo s @
GSH
Figura 2.2.6. La transferencia de

@ + XOH = XOH glutation (GSH) a una molécula con un
GSH GSH centro electrofilico (XOH) catalizada

por glutation S-transferasa (GST) da

XOH como resultado la formacién del

@ = @ + GS-X + H,0 complejo entre glutation y la molécula
GSH (GS-X).

Reaccién neta: GSH +XOH & GS-X +H,0

2.3. Estrés oxidante y la etiologia del CaP

Diversos estudios (Tabla 2.2.1.) sugieren que el estrés oxidante juega un papel
importante en la iniciacion y progresion del CaP al regular biomoléculas como DNA,
factores de transcripcion y reguladores del ciclo celular. Otros estudios han demostrado
qgue algunos antioxidantes pueden jugar un papel en la prevencion del CaP. A
continuacion, se expondran algunos hallazgos sobre la relacion que existe entre las ROS
y la etiologia del CaP.

- Estrés oxidante en las primeras etapas del CaP

Estudios poblacionales han demostrado un incremento en la oxidacién de las bases del
DNA (8-OHdG) (ver figura 2.1.5) en pacientes con CaP comparado con personas
normales (Miyake et al. 2004) o con pacientes con hiperplasia benigna (Kanwal et al.
2014). Estos resultados sugieren que el dafio al DNA provocado por las ROS podria ser
importante en las primeras etapas del desarrollo del CaP.

- Efecto del estrés oxidante sobre el fenotipo agresivo en CaP

Las ROS han demostrado jugar un papel importante al estimular caracteristicas de un
fenotipo agresivo como son incrementar los procesos de proliferacion y migracion.
Estudios llevados a cabo en una linea celular de CaP sensible a hormonas (LNCaP),
demostraron que tanto la proliferacion como la migracion se incrementaron (2 veces) por
exposicion a concentraciones bajas (1-10uM) de H202. EI mecanismo propuesto involucra
la induccién de la transcripcion del gen del péptido regulatorio afin a la heparina (HARP
por sus siglas en inglés), a través de la proteina-1 activadora (AP-1 por sus siglas en
inglés) (Polytarchou et al. 2005, Hatziapostolou et al. 2006) (Fig. 2.3.1).
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El fenotipo agresivo en diferentes lineas celulares de CaP es dependiente de la
concentracion de ROS que cada linea puede alcanzar. En un estudio con lineas celulares
de CaP con diferente grado de malignidad (medido como capacidad de
migracion/invasion) se encontrd una correlacion entre los niveles de ROS y la malignidad
de las lineas celulares (Kumar et al. 2008). También se descubrié que al utilizar un
inhibidor (difeniliodonio) de las NADPH oxidasas (NOX), disminuian las ROS y los
biomarcadores de malignidad, por lo que los autores concluyeron que las NOX son la
fuente de ROS en las lineas de CaP y las sugieren como un blanco terapéutico (Fig 2.2.2).
La inhibicion de las NOX en modelos animales también ha demostrado disminuir el
namero de lesiones prostaticas, apoyando a la hipétesis de que las ROS juegan un papel
primordial en el desarrollo de CaP y de que las NOX son en parte responsables de la
produccion de ROS (Suzuki et al. 2013) (Fig. 2.2.2).

202

NADP* + H* \

Proliferacién
Migracién

0, «—— (/) NADPH

ERK 1/2
@ . p38
2GSH NADP*
GPx ﬁed
2GSSG NADPH + H*
kl-lzo Préstay

Figura 2.3.1. Papel de las ROS en la proliferacion y migracion en el CaP. El peréxido de hidrégeno (H202)
juega un papel primordial en la proliferacion y migracién en CaP a través de la activacién de las proteinas
cinasas activadas por mitégeno (MAPK por sus siglas en inglés) como ERK 1/2 y p38, las cuales estan
involucradas en la transcripcion del péptido regulatorio afin a la heparina (HARP) mediada por la proteina
activadora-1 (AP-1). La concentracion de H202 dependera de dos factores: 1) la velocidad del proceso de
produccion a través de las NADPH oxidasas (NOX) o posiblemente debido a la actividad mitocondrial; 2)
la velocidad de consumo de H20:2 por el sistema antioxidante.

- Balance prooxidante/antioxidante en CaP

Existen diferentes evidencias que sugieren que la exposicion a DHT puede alterar el
equilibrio prooxidante/antioxidante de la célula y desempefiar un papel importante en el
proceso de carcinogénesis en la prostata (Khandrika et al. 2009. La administracion
cronica de DHT a ratas induce la expresion de citosinas proinflamatorias dentro de la
prostata (Harris et al. 2000), ademas, se ha identificado que estos infiltrados inflamatorios
son una fuente importante de produccion de ROS y se ha sugerido que la lesion oxidante
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incidental del epitelio de la prostata es la causa de la formacion de atrofia inflamatoria
proliferativa y progresivamente cancer (Ho et al. 2004).

Ademas de la evidencia en lineas celulares, se han realizado diversos estudios
poblacionales que predominantemente revelan un incremento en los biomarcadores de
dafio oxidante y en ocasiones una disminucion de las defensas antioxidantes en CaP, lo
cual apoya la hipoétesis de que el estrés oxidante juega un papel en la etiologia del CaP
(Oh et al. 2016) (Tabla 2.3.1).

Tabla 2.3.1. Biomarcadores de estrés oxidante en estudios poblacionales

Numero Grupo
de contlzol Biomarcador Autor
pacientes
TBARS 40% T (su)

55 55 varones Carbonilacién 10% 1 (su)
varones sanos CAT 14% | (sa) Battisti er al. 2011
con CaP Vit.C 30% | (sa)

Vit. E 25% | (sa)
LPO 40% 71 (sa)
120 GSH 60% | (sa)
1 0,
varones S0 varones V_'t'c 50?. L(pD Akinloye et al. 2009
con CaP sanos Vit. E 80% | (pl)
SOD 75% | (sa)
CAT 60% | (sa)
TBARS 27% 1 (er)

73 23 varones GPx 25% | (er) Arsova-
varones sanos SOD 26% | (er) Sarafinovska et al.
con CaP CAT 0 (er) 2009

80HdG 0 (pl)

25 TBARS 20% 1 (er)

o,
varones 24 varones SPx 20? L(en Aydin et al. 2006
con CaP sanos SOD 30% | (er)
CAT 0 (er)
a |Smera®| mnsop o
- - . Cu-ZnSOD 0 Baker et al. 1997
biopsias | puntaje de
CAT 0
Gleason

suero (su), sangre entera (sa), plasma (pl), lisado de eritrocitos (er)

2.4. HIF-1ay malignidad

El crecimiento tumoral genera distintos microambientes, esto se debe a que, conforme
aumenta el tamafio del tumor, se va alejando del suministro de oxigeno que aportan los
vasos sanguineos, provocando la generacién de un microambiente hipoxico en una zona
tumoral. Las células tumorales presentan mecanismos de adaptacion que le permiten
sobrevivir al microambiente hipoxico, siendo el sistema de HIFla el mecanismo de
supervivencia a hipoxia mas estudiado (Roy,2020)
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Figura 2.4.1 Mecanismos de estabilizacién de HIFla. 1) La actividad de las prolilhidroxilasas es
dependiente de la concentracién de oxigeno, por lo que una disminucion de Oz puede disminuir la velocidad
de hidroxilacion de las prolinas 402 y 564 y evitar su degradacion. 2) Compuestos monocarboxilados
(lactato y piruvato) y dicarboxiados (fumarato y succinato) pueden inhibir reversiblemente la actividad de
las PDHs al competir por su sustrato (a-cetoglutarato). 3) Las ROS son capaces de oxidar el &tomo de
hierro presente en las PDHs, inactivando a la enzima. 4) Las mutaciones en el gen de VHL pueden inducir
cambios conformacionales en la enzima, lo que evita la ubiquitinacion de HIF-1la y por lo tanto su
degradacion.

El factor de HIF1a es una proteina que consta de dos subunidades, a y B, las cuales se
expresan constitutivamente, sin embargo, la velocidad de degradacion de la subunidad
alfa (HIF1la) es muy alta, teniendo una vida media (en condiciones de normoxia) en la
célula de 5min. EI mecanismo de degradacion de HIF1a inicia con la hidroxilacion de los
residuos de prolinas 402 y 564 por accién de las enzimas prolilhidroxilasas (PDHS),
posteriormente, la proteina von Hippel-Lindau (pVHL) reconoce a HIF1a con las prolinas
hidroxiladas e inicia el proceso de ubiquitinacion y degradacion de la proteina (Salceda,
1997).

La actividad de las PDHs es dependiente de la concentracion de oxigeno, por lo que, en

condiciones hipéxicas, la velocidad de hidroxilacion de HIFla disminuye y en
consecuencia su velocidad de degradacién, permitiendo una estabilizacion de HIF1a.
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La estabilizacion de HIFla permite su uniébn a la subunidad beta (HIF1B) y su
translocacion al nucleo, donde se une a las regiones promotoras de genes blanco (5-
RCGTG-3, R= A o G) denominadas elementos de respuesta a hipoxia (HRE)
(Ziello,2007).

La PDHs pueden disminuir su velocidad por otros mecanismos independientes de la
concentracion de oxigeno y por lo tanto estabilizar a HIF1la aun en condiciones de
normoxia. Algunos compuestos monocarboxilados (lactato y piruvato) y dicarboxilados
(fumarato y succinato) pueden inhibir reversiblemente la actividad de las PDHs al
competir por su sustrato (a-cetoglutarato) (Marin-Hernandez et al. 2009). También, las
ROS son capaces de oxidar el &tomo de hierro presente en las PDHSs, inactivando a la
enzima, por lo que el estrés oxidante podria estabilizar a HIF1a (Marin-Hernandez et al.
2009).

Se han reconocido alrededor de 96 genes blanco del sistema HIF1 (Slemc et al. 2016),
dentro de los que se encuentran el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) (Fujiwara S. et al. 2009) ademas de diversas
isoformas de enzimas que participan en la glucélisis (Rodriguez-Enriquez et al. 2019).
Los cambios en la expresion de los genes de HIF-1a desembocan en la progresion de la
malignidad y en una reprogramacion metabdlica (Marin-Hernandez et al. 2009).

3. PLANTEAMINETO DEL PROBLEMA

El presente estudio esta enfocado en dilucidar el mecanismo por el cual la linea celular
de CaP PC3 (fenotipo maligno) tiene una mayor cantidad de especies reactivas de
oxigeno (ROS), comparada con la linea celular de CaP DU145 (fenotipo poco maligno).
Para lograr este objetivo, se caracterizara tanto la actividad mitocondrial (por ser un
importante sitio de produccién de ROS) como el sistema antioxidante en ambas lineas
celulares. Los resultados obtenidos en este estudio ayudardn a entender cémo se
desencadena el proceso de estrés oxidante en el CaP y su relacion con la progresion de
la enfermedad.

4. HIPOTESIS

El sistema antioxidante del carcinoma metastasico de PC3 es menos eficiente que el
carcinoma poco metastasico DU145.
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5. OBJETIVOS

5.1 Generales

2
0’0

Evaluar el sistema de produccion de ROS asi como el sistema antioxidante en
las lineas celulares PC3 y DU145.

5.2 Particulares

« Caracterizar la velocidad de crecimiento de las lineas celulares PC3 y DU145.

% Evaluar las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx, Gred, GST en PC3 y DU145
a nivel de proteina y de actividad enzimatica.

% Determinar la velocidad de produccién de ROS
% Caracterizar los niveles de HIF-1a como un indicador de los posibles efectos de
las ROS en la malignidad del CaP

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Lineas celulares

Lineas celulares de cancer de prostata DU145 y PC3 fueron cultivadas en medio DMEM
con 25 mM de glucosa y 10 % de suero fetal bovino a 37° C con una atmédsfera de 95%
de aire y 5% de COz2. Se realiz6 un analisis de genotipificacién en las dos lineas y se
obtuvo un total de 12/12 alelos en PC3 y 18/19 alelos para DU145.

A) N - “ ‘, | ‘L" / o B)

r
o,
(

Figura 6.1.1. Lineas celulares PC3 (A) metastasica de hueso y DU145 (B) metastasica de cerebro
(400X Microscopia optica).
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6.2. Velocidad de crecimiento de las lineas celulares

La velocidad de crecimiento de las lineas celulares (PC3 y DU145) se lleva a cabo en
microplacas de 96 pozos, donde se sembraron 10x102 células por pozo en 100 uL de
medio DMEM y se incubaron por 6 a 8 dias en 5% de CO2 a 37° C. El conteo de las
células se llevdé a cabo cada 24 hrs, para realizar dicho conteo, las células fueron
separadas de los pozos lavando con PBS (pH 7.2) y posteriormente incubando con una
solucion de tripsina/EDTA 0.25% a 37°C durante 3 a 5 min, posteriormente se agrego
DMEM para inactivar la tripsina y azul de metileno para tefiir las células muertas (Volumen
final 100uL). Finalmente, las células se contaron en una camara de Neubauer con
microscopio invertido Carl Zeiss (Rodriguez-Enriquez, 2019).

6.3. Deteccidn de proteinas por el método de Western Blot

El extracto celular utilizado para la técnica de Western Blot se obtuvo al homogeneizar
(con ayuda de una jeringa de insulina) células de ambas lineas (cosechadas en fase
logaritmica) en RIPA (PBS pH7.2, IGEPAL NP40 1%, SDS 0.1%, desoxicolato de sodio
0.05%) mas 1mM de PMSF y una tableta de inhibidores de proteasas (Roche,
Mannheimm, Alemania). El homogenado celular es centrifugado a 10,000rpm durante 30
min a 4°C y se recupera el sobrenadante. Una vez que se determind la concentracion de
proteina por el método de Lowry (Lowry, 1951)

Las muestras de proteina (50 ug) se resuspenden en amortiguador de carga (Tris-HCI
0.5M pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.002%, B-mercaptoetanol 5%),
se incuban en agua hirviendo durante 1min y se corren en geles de poliacrilamida (10%)
a 150V, 74mA durante 140min. Las muestras en los geles son transferidas a membranas
de PVDF utilizando una camara de transferencia en semiseco (300mA, 15V, 15min). Las
membranas se incuban toda la noche a 4°C con los respectivos anticuerpos
monoclonales de catalasa y superoxido dismutasa y anticuerpos policlonales de rabit:
GPX-4 (santa Cruz, EUA) usando como control de carga a-Tubulina en dilucion de 1:1500
y 1:2000; las membranas se lavaron durante una hora (con cambios dependiendo del
anticuerpo de 10 a 15 min) con TBS 1x/Tween -20 y se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes a temperatura ambiente y en agitacién suave. Al termino
se adicion6 500 uL de la solucion de quimioluminiscencia (GE Healthcar, EUA) se revel6
utilizando papel fotografico (Carestream, US). Las bandas obtenidas se analizan
densitométricamente utilizando el programa Scionimage para Windows (Gallardo-Pérez
et al, 2017).

6.4. Cuantificacién de ROS en lineas celulares PC3y DU145.

La velocidad de produccion de ROS en células intactas se lleva a cabo utilizando al
dihidroetidio (DHE) como sonda. El DHE es un compuesto que al reaccionar con ROS
(principalmente O2*7) forma un compuesto que al intercalarse con el ADN emite una
fluorescencia muy intensa (Ex 518nm, Em 606nm). El ensayo se lleva a cabo en micro
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placas de 96 pozos, donde se siembran 20x102 células y se dejan para que se adhieran
durante 24hrs, posteriormente se retira el medio y se sustituye por medio nuevo con 25uM
de DHE. El desarrollo de la fluorescencia es registrado durante 1hr en un lector de micro
placas (Varioskanlux, Thermo Scientific).

6.5. Sistema enzimético antioxidante.

Actividad total de SOD

El ensayo de actividad de SOD requiere del sistema de Xantina-Xantina Oxidasa para
producir O2*, los cuales son capaces de reducir un compuesto tetrazolio que es muy
soluble en agua (WST-1). La mezcla de reaccion contiene KME pH 7 (KCI 120 mM; MOPS
20 mM; EGTA 0.5 mM), WST-1 0.1 mM, Xantina 0.2 mM, catalasa (1U/mL), Tritdn X-100
al 0.02% vy lisado celular (proteina 0.125mg) y se registra la absorbancia a 438nm a 37
°C durante 5 minutos para comprobar la reduccion espuria del WST-1. La reaccion se
inicia mediante la adicion de Xantina oxidasa (XO, 8 mU/ml). La reduccién maxima de
WST- 1 (100%) se obtiene reemplazando la muestra celular con agua destilada en el tubo
de reaccion. La cantidad de proteina que inhibe la reduccion de WST-1 en un 50% se
defini6 como una unidad de actividad SOD (Rodriguez-Enriquez, 2019).

(o]

NH
<|1 I N,kn Figura 6.5.1 La enzima SOD se puede
XantHina determinar mediante un  método
Ry colorimétrico en el cual se monitorea la
H.0 AN Formazan formacion SOD de forma indirecta
i 20, | .\ (4380m) median?e la reducpjén de un grupo
aH* 2e- Ry” R, tetrazolio por accion de O2* para
o R producir un formazan que absorbe la luz
. 20, T . a 438nm. Cuando en la mezcla de
o—¢ | i e N\\N_ J th\;g'zr?1l)o reaccion hay actividad de SOD,
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Actividad de catalasa

El ensayo de catalasa (CAT), se basa en registrar la descomposicion enziméatica de H20:2
(Rodriguez-Enriquez, 2019). La mezcla de reaccion contiene KME pH 7, H202 10 mM,
0,02% de tritdn X-100 y lisado celular (0,125 mg de proteina) y 37°C. La reaccion se inicia
mediante la adicion del homogenado celular y se registra el cambio de absorbancia a 240
nm durante al menos 3min (en celdas de cuarzo). En estas condiciones, la
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descomposicion de H202 por CAT contenida en las muestras sigue una cinética de primer
orden dada por la ecuacién k = 2.3 / At log (A1/A2), donde k es la constante de velocidad
de reaccion de primer orden (min-1), At (t2 -t1) es el intervalo de tiempo medido, y A1/A2
es la absorbancia en t1 y t2, respectivamente. Los resultados se expresaron como (min-

Img?).
2 H,0, @

) 2 H,0+ 0,

EID

Figura 6.5.2 Actividad de catalasa actia sobre el peréxido de hidrogeno (agua oxigenada)
descomponiéndolo en agua y oxigeno.

Actividad de Glutation reductasa (GRed)

El ensayo de actividad de GRed se basa en el registro de la tasa de oxidacion del NADPH
dependiente de GSSG. El ensayo se realiza en amortiguador KME pH 7 a 37°C, en
presencia de NADPH 0,15 mM, Tritébn X-100 al 0,02% y lisado celular (0,06-0,15 mg de
proteina/mL). La reaccién se inicia agregando 1 mM de GSSG (Rodriguez-Enriquez,

2019).
R H’#M o
A ddpde 7, A

GSSG e Glutatiéon
+ NADP+
e s

Figura 6.5.3 La actividad de glutatién reductasa (GRed) se midi6 a través de la desaparicion del NADPH a
340 nm y se expres6 como mU de NADPH oxidado por minuto por mg de proteina.

Actividad de Glutatién Peroxidasa (GPx)

La actividad de GPx se determina mediante una reaccién acoplada con GRed. La
reaccion se realiza en amortiguador KME pH 7 a 37 ° C. en presencia de GRed comercial
(0.5-1U/mL), Tritébn X-100 al 0,02%, GSH 30 mM y NADPH 0,15 mM Se resta la reaccion
espuria no enzimatica entre el peroxido, GSH y NADH, se afiade 1 mM de t-BHP a la
mezcla antes de la adiciébn de proteina. Una vez que se registra la velocidad de la
reaccion espuria (20-30 s), se afiade el lisado celular (0,05-0,15 mg de proteina/ml) para
comenzar la reaccién (Rodriguez-Enriquez, 2019).
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Figura 6.5.4. La actividad del glutation peroxidasa (GPx) se midié indirectamente monitoreando el
decremento continuo de NADPH, el cual se utiliza para la reduccién de GSSG (reaccion catalizada por
Gred), que es un producto de la reaccién de reduccién de peroxidos catalizada por GPx.

Actividad de Glutation-S-Transferasa (GST)

La actividad de glutation-S- transferasa (GST) se determina mediante el registro de la
tasa de produccién de un conjugado de glutatién (GS-DNCB €340 = 9.6mM-cm?) con 2,4-
dinitroclorobenceno (DNCB). La reaccién se lleva a cabo en un amortiguador de Imidazol
50mM a pH 6.5, 1 mM DNCB (2,4-dinitrocloro benceno), 1 mM GSH y 0.02% Tritén X-
100 a 37 ° C. La reaccion se inicia mediante la adicion de lisado celular (0.06—0.15 mg
proteina). La reaccion no enzimatica se resta de la reaccion dependiente de la presencia
de GST (Rodriguez-Enriquez, 2019).
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Figura 6.5.5. Para medir la actividad de la GST se utiliz6 un complejo tioéter glutation (GSH) y
dinitrobenceno (DNCB) y cuando reacciona forma un compuesto arilado el cual se puede leer a 340 nm.

6.6 Fosforilacién oxidativa

La Fosforilacién oxidativa (OxPhos) fue medida utilizando un equipo de respirometria de
alta resolucion (Oxygraph-2k, Oroboros), este equipo posee un electrodo tipo Clark que
permite determinar la concentracion de oxigeno presente en la caAmara de medicion. La
muestra de células intactas de PC3 o DU145 (1mg/mL de proteina total) se coloca en la
camara del Oroboros en 2mL de amortiguador Ringer-Krebs saturado en oxigeno. La
velocidad de consumo de oxigeno es registrada cada segundo y cuando se alcanza el
estado estacionario se agrega oligomicina (Oligo, 2.5uM), que es un inhibidor de la
ATPasa y permite revelar al consumo de oxigeno asociado a la sintesis de ATP.
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Finalmente, se agrega cianuro de potasio (KCN, 10mM) que es un inhibidor del citocromo
oxidasa (COXIV) y permite revelar el consumo de oxigeno no mitocondrial (Fig. 6.6.1).

200-A) -200 B)
Células L
180 fod -160 S do, ) )
——-do,ut 5 T3 total = OxPhos + Fuga + No mitocondrial
160 | 120 % do,
= ——~0ligo=F No mitocondrial
= 3t 0ligo=Fuga + No mitocondria
140 4 80 &
* % do, , ,
do Y ——KCN = No mitocondrial
120 = T L 40 dt
40 4 402 pon
20y | at L i do, do, .
0}—ndis . , , : , 0 0xPhos = ——total ———0ligo
5 10 15 20 25 30 35 40 dt dt

Tiempo (min)

Figura 6.6.1. Determinacion del flujo de fosforilacion oxidativa (OxPhos) por respirometria de alta
resolucion. A) Trazo en tiempo real del consumo de oxigeno en células intactas de PC3. En azul se muestra
un trazo con la concentracién de oxigeno (uM) presente en la cAmara del Oroboros, con flechas se indica
el momento de la adicion de las células (1mg/mL), oligomicina (2.5uM) y cianuro de potasio (10mM). En
rojo se muestra la pendiente resultante de la adicion de los diferentes compuestos durante el experimento.

B) Ecuaciones utilizadas para interpretar los trazos de la respirometria y calcular el flujo de OxPhos.
6.7 Potencial intermembranal mitocondrial

El potencial intermembranal mitocondrial (AWm) fue estimado utilizando a la rodamina 6G
(R6G), el cudl es un cation lipofilico capaz de acumularse en la matriz mitocondrial. La
acumulacion de R6G en la matriz mitocondrial provoca una disminucién en la
fluorescencia de R6G y la adicion de un desacoplante mitocondrial (Ej. CCCP) induce la
salida de R6G y un incremento subito de la fluorescencia. La diferencia de la
fluorescencia (AF) antes y después de la adicion del desacoplante mitocondrial, se utiliza
como un parametro que refleja AWm (Fig. 6.7.1) (Rodriguez, 2010).

El protocolo seguido para la estimaciéon de AWm comprende la adicion de R6G (0.25uM)
a la camara del Oroboros (acoplando el médulo O2K-fluorescence LED2) y se esperan
unos minutos a que se estabilice la sefal, posteriormente, se adicionan células intactas
de PC3 (0.5mg/mL de proteina total) y se deja estabilizar la sefial. Finalmente, se adiciona
CCCP (2.5uM) y se registra la sefal de fluorescencia hasta que alcanza el maximo (Fig.
6.7.1).
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Figura 6.7.1 Estimacidn del potencial transmembranal mitocondrial. A) La rodamina 6G (R6G) es un catién
lipofilico capaz de acumularse en la matriz mitocondrial, la adicion de un desacoplante mitocondrial como
el CCCP provoca que la R6G difunda libremente. B) Curso temporal de la florescencia de R6G en presencia
de células intactas de PC3, la fluorescencia disminuye como efecto de la acumulacién de R6G en la matriz
mitocondrial. La adicién de CCCP induce un incremento subito de la fluorescencia y el AF es directamente
proporcional a AWm.

7. RESULTADOS

7.1. Velocidad de crecimiento
La constante de velocidad de proliferacion (W) y el tiempo de duplicacion (Td) de las lineas

celulares (PC3 y DU145) es similar y no se observan diferencias estadisticamente
significativas (Tabla 7.1) (Fig. 7.1.1)
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Figura 7.1.1. Velocidad
de crecimiento de las
lineas celulares PC3 y
DU145, se incubaron
10,000 células en una
placa de 96 pozos por 6y
7 dias respectivamente.

o4 | 48 72 95 120 144 0 24 48 72 96 120 144 168

Tiempo (h) Tiempo (h)

P<0.05, t-Student N=8

Tabla 7.1. Tiempo de duplicacién en dias de las lineas celulares PC3 y DU145.

Max. Densidad

' 1
Linea celular p(d) Td (d) (Celx10%/cm?)
' PC3 ' 062015  1.3+01 138 + 24 '
DU145 0401 16+0.3 162 + 28

P<0.05, t-Student N=8

7.2

Flujo de OxPhos y potencial mitocondrial

La funcién mitocondrial fue evaluada por que la cadena de transporte de electrones es
una fuente importante de ROS (Moreno-Sanchez et al. 2013), por lo que la determinacion
del flujo de OxPhos y del potencial transmembranal mitocondrial (AWm) podian darnos
una pista de cédmo se encontraba el bloque productor de ROS. Los resultados de la
funcién mitocondrial en PC3 y DU145 (Tabla 7.2.1) muestran que los parametros de
ambas lineas son estadisticamente iguales, por lo que no hay evidencia de que cambios
en la funcién mitocondrial expliquen la diferencia en la concentracion de ROS que tienen
ambas lineas.
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Tabla 7.2.1 Parametros de funcién mitocondrial

Parametro PC3 DU145

| Consumo Tot O2 (ngAtO/min/mg) | 17+6 l 13+£2
OxPhos (ngAtO/min/mg) 71 7x2
Fuga (ngAtO/min/mg) 5+2 2+05
Consumo No mitocondrial Oz (hgAtO/min/mg) 5+£3 4+2
AWM (U.R) 93 +46.5 145 + 69.5

N=3 P<0.05 PC3 vs DU145 (t-Student).

7.3 Producciéon de ROS

Los experimentos con dihidroetidio (DHE) muestran que la velocidad basal de produccion
de ROS (dROS/dt/10° células) en la linea celular PC3 es significativamente mayor y se

observa que aumenta aproximadamente 3.5 veces (p<0.05, t-Student) comparada con
DU145 (Fig. 7.3.1).

4.5+ 3.0

2.5 -

Fluorescencia U.R
dRos/dt (RU/s)

0.5

T T T T T 1
0 20 40 60

Tiempo (min)

PC3 DU145

Figura 7.3.1 Caracterizacion de la produccion de ROS en las lineas PC3 y DU145. La velocidad de
produccion de ROS (d ROS/d t) es 3.5 veces mayor en PC3 que en DU145. N=3, p<0.05, t-Student.
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Una vez realizados los experimentos de la cinética de produccidén de ROS, se obtuvieron
imagenes con un microscopio de epifluorescencia (Invitrogen™ EVOS™) donde
claramente se puede observar el aducto de DHE en el nacleo de las células PC3 pero no
en los nucleos de DU145 (Fig.7.3.2).

200um

Figura 7.3.2. Imagenes obtenidas con un microscopio de epifluorescencia x40 (Invitrogen™ EVOS™)
donde se observa la fluorescencia del aducto de DHE en células PC3 y DU145.

7.4 Sistema enzimatico antioxidante

En la tabla 7.4.1 se muestra la actividad de 5 enzimas que conforman el sistema
antioxidante. En general PC3 muestra una menor actividad de las enzimas que estan
involucradas en el uso del glutation (GSH), sin embargo, con una actividad 5 veces menor
en comparacion con DU145. Otra diferencia significativa se encontr6 en la actividad de
la catalasa, donde su actividad es dos veces menor en DU145 comparada con PC3.

Tabla 7.4.1 Enzimas antioxidantes de PC3 y DU145

SOD (mU/mg) CAT (k/mg) GPx (mU/mg) GRed (mU/mg) GST (mU/mg)

PC3 125+0.5 0.7 £0.05 8+5 67 %5 27 %5
DU145 10+15 0.3+0.1* 13+3 300 + 21* 445+9

N=3 *P<0.05 PC3 vs DU145 (t-Student)

7.5 Expresion de las proteinas del sistema antioxidante de DU145y PC3

Las enzimas antioxidantes a nivel de proteina se estimaron a través de la técnica de
Western Blot (Fig. 7.5.1). En general se puede observar una buena correlacion entre el
nivel de proteina y la actividad de las enzimas, por ejemplo, el nivel de proteina de la
catalasa (CAT) es menor en DU145 comparado con PC3 al igual que la actividad
enzimatica. Por otro lado, el nivel de proteina del glutation peroxidasa (GPX-1) y de
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superéxido dismutasa (SOD-1) es muy parecido en ambas lineas celulares al igual que
la actividad enzimética.

DU145

. GPx-1

GST

CAT

S0D-1

" i " i " " " " L " n T T T
0 50 100 0 20 40 60 80 100 120 140

% de expresién de enzimas antioxidantes vs tubulina - % de expresién de enzimas antioxidantes vs tubulina

Figura 7.5.1 Expresion de las proteinas del sistema antioxidante en DU145 (n=3) y PC3 (n=1).

7.6 Estabilizacion de HIF1a en normoxia e hipoxia en las lineas celulares PC3y
DU145.

Dado que la tasa neta de producciéon de ROS en PC3 es 3.5 veces mayor a la produccion
en DU145, existe la posibilidad de que los niveles de HIF-1a sean mayores en PC3
comparados con los presentes en DU145, lo que podria explicar en parte el mayor grado
de malignidad de esta linea celular. En la figura 7.6.1 se muestra la expresiéon de HIF1-a
en ambas lineas celulares en condiciones de normoxia y en condiciones de hipoxia (0.1%
de O2) como control positivo de estabilizacién de HIF1-a.

Lo que se puede observar en los resultados es que en condiciones de normoxia existe

una estabilizacién de HIF-1a para la linea celular PC3, pero no asi para DU145, lo que
es congruente con los niveles en la concentracién de ROS que cada linea celular posee.

PC3 DU145

Nor Hyp Nor Hyp
Figura 7.6.1 Expresion de la proteina

HIF-1a ‘e ¢ — — HIF-1a en normoxia e hipoxia en
células PC3 y DU145 (N=3 *P<0.05

. " PC3 vs DU145 t-Student)
Actin -
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8. DISCUSION

En lo que respecta a la caracterizacion del sistema antioxidante, los resultados indican
gue DU145 tienen una menor actividad de catalasa, lo cual es consistente con los niveles
de proteina reportados previamente (Chowdhury et al. 2007). La actividad de GRed es
cinco veces menor en PC3 comparada con DU145, lo que sugiere que esta linea celular
tiene una menor capacidad para reducir a GSSG, lo cual es muy importante para
mantener el estado redox celular. La determinacion de GSH y GSSG es necesario para
sustentar la idea de que el estado redox en PC3 se encuentra desbalanceado hacia un
estado mas oxidante.

Velocidad de produccién de ROS

El andlisis de la velocidad de produccion de las ROS demuestra que la linea celular PC3
tiene una mayor produccion basal de ROS (~3 veces Fig. 7.3.1), lo cual concuerda con
lo reportado previamente en la literatura (Kumar et al. 2008). Este resultado nos llevo a
hipotetizar que la elevada concentracion de ROS se podia deber a dos factores, una
mayor produccion y/o una menor tasa de desintoxicacion (defensa antioxidante).

En este trabajo se llevd a cabo la determinacion de la funcién mitocondrial (bloque
productor de ROS), asi como de la defensa antioxidante (bloque consumidor de ROS).
Los parametros de flujo de OxPhos, asi como de la fuga de protones y el potencial
transmembranal no mostraron diferencias significativas en las dos lineas celulares, lo
cual sugiere que la velocidad de produccion de ROS mitocondrial es igual en las dos
lineas celulares. Es importante notar que la cadena de transporte de electrones no es la
Unica fuente de ROS (Valko et al 2007) y hay algunos datos que sugieren que las NADPH
oxidasas (Nox) son una fuente importante de ROS en PC3 (Kumar et al. 2008), sin
embargo, estas evidencias han sido obtenidas utilizando inhibidores quimicos y no se
sabe la especificidad de los mismos, por lo que estas evidencias no son concluyentes.

Estabilizacion de HIF1«

La estabilizacion de HIF-1a en PC3 bajo condiciones de normoxia ha sido descrita por
otros grupos de trabajo (Ranasinghe et al. 2013), sin embargo, el mecanismo de
estabilizacion no ha sido descrito por completo (Ranasinghe et al. 2015). Existen tres
modelos para explicar la estabilizacién en normoxia de HIF1la (Marin-Hernandez et al.
2009) (Fig. 2.4.1): 1) inhibicion de las PDHs por compuestos monocarboxilicos (lactato y
piruvato) y dicarboxilicos (fumarato y succinato); 2) inactivacion de las PDHs por especies
reactivas de oxigeno (ROS). Las PDHs poseen un atomo de hierro en estado ferroso
(Fe?*) en su sitio catalitico y las ROS pueden oxidar al hierro a su estado férrico (Fe3*) y
producir la inactivacion de la enzima; 3) mutaciones en el gen de VHL que evitan la
ubiquitinacion de HIF1a y por lo tanto su degradacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la elevada tasa de produccion de
ROS (debido en parte por la baja actividad de GRed) puede ser responsable de la
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estabilizacion de HIF-1a en condiciones de normoxia en la linea celular PC3, por lo que
la administracion de antioxidantes y/o la sobre expresion de GRed en PC3 podria
disminuir la estabilizacién de HIF-1a y la malignidad de esta linea celular.

9. CONCLUSIONES

e La actividad de las enzimas antioxidantes es muy parecida en PC3 y DU145 con
excepcion de la actividad de GRed. La actividad de GRed es aproximadamente 5
veces mayor en la linea celular DU145 en comparacion con la actividad en PC3, por
lo que la baja actividad de esta enzima en PC3 podria ser en parte responsable de los
elevados niveles de ROS en esta linea celular.

e La velocidad basal de produccién de ROS en PC3 (linea celular metastéasica) es 3
veces mayor en comparacion con DU145 (linea celular poco metastasica), lo cual
podria explicar la diferencia en malignidad de ambas lineas celulares.

e Los biomarcadores de funcion mitocondrial (OxPhos, fuga de protones y potencial
mitocondrial) fueron iguales en ambas lineas celulares, lo que sugiere que el bloque
productor no es el que provoca la elevada tasa de produccion de ROS en PC3.

e Los elevados niveles de ROS presentes en PC3 podrian explicar la estabilizacién de
HIF-1a en esta linea celular, lo que podria sentar las bases bioquimicas que expliquen
el grado de malignidad en PC3.

e Los indicadores del estrés oxidante podrian ser una herramienta para para establecer
una estrategia terapéutica basada en el bloque consumidor ROS es sumamente
importante evaluar el nivel de proteinas tanto como su actividad, asi como también
poder aumentar el desarrollo de biomarcadores que podrian resultar en mejorar
estrategias para la quimio-prevencion del CaP.
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11. ANEXO 1 GENOTIPIFICACION DE DU145

INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA

Laboratorio de Diagnostico Genomico
Periférico Jur4409, Col. Arena de Tepepan, Delegacion Tialpan,
Mexico, O.F, C.P. 14610

Tel: +52 (55) 5350 19 37 WWw.inmeqgen.gob.mx

Identficacion LCHT19-902-11

Mugstra analizada Cultivo celular

Linea celular identificada por el cliente como DU 145 (ATCO® HTB-81™)
htips:/fwww.atce. org/products/allHTEB-B1. aspr#specifications

ID Tubz entregado para analizar DuU-145 281043

INTERPRETACION:

A partir de la muestra identificada como DU-145 28M0M9 (LCH719-902-11) se realzo la lisis celular para
amplificar marcadores de tipo STR autosomicos y gen de la Amelogenina. En la eleciroforesis capilar se obtuva
un electroferograma de buena calidad que nombro solo los alelos reportados en este documento.

En la muestra DU-145 28101 % (LCHT19-302-11), se observan 18 de los 1% alelos de los reportadoes para la
linea celular humana DU 145 (ATCCE HTB-81™), por ko que se puede concluir que la musstra analizada
contiens una clona de células de DU 145 (ATCCE HTBE-81™), y nio existe evidencia de que presente otro fipo de
celulas humanas o que esté contaminada con otro tipe de celulas humanas.
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12. ANEXO 2 GENOTIPIFICACION DE PC3

INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA

Laboratorio de Diagnostico Genomico
Perfféaico Sur 4309, Col. Arenal de Tepepan, Delegacion Tialpan,
México, D.F, C.P. 14610

Tel: +52 (55) 53 50 19 37 WWWw.inmegen.qob.mx

ldentificacion  LCH719-902-12

Muestra analizada Cultivo celular

Linea celular identificada por el cliente como  PC-3 (ATCC® CRL-1435™)
htips:/waw.atce. org/ Products/AI'CHEL-1435. aspedspecifications

ID Tubo entregado para analizar PC-3 28M0/M5

INTERPRETACION:

A partir de la muestra identificada como PC-3 28/10/19 (LCHT19-302-12) se realizd |a lisis celular para amplificar
marcadores de fipe STR autosdmicos y gen de la Amelegenina. En la eleciroforesis capilar s& obtuvo un
eleciroferograma de buena calidad que nombro salo los alelos reportados en este documento.

Al analizar la mussira identificada como PC-3 2810019 (LCHT19-302-12), se observan los 12 alelos reportados
para la linea celular humana PC-3 (ATCC® CRL-1435™).
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