70 NGOV AUTONDITA
%

0 ﬂs

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
FACULTAD DE MEDICINA /INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA

EFECTO TRANSCRIPCIONAL DE LA EXPOSICION A CONCENTRACIONES
BAJAS DE BISFENOLES A, Fy S EN LINEAS CELULARES DE CANCER DE
PROSTATA

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS
PRESENTA:
SERGIO ALBERTO CORTES RAMIREZ
DIRECTOR DE TESIS
DR. MAURICIO RODRIGUEZ DORANTES
INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA
COMITE TUTOR
DRA. ANA MARIA SALAZAR
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS,
UNAM.
DRA. VILMA MALDONADO LAGUNAS
INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA
MEXICO, CDMX, MAYO DE 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



indice

N ST] U =T o PP 3
AV = T oo N I =T o 1 o o 1 4
LA PrOSTALA. ..o i 4
] O T o] = R 11
El CaAncer de Prostata ........cooooeeeeiiii e 20
El Plasticeno y su impacto en la salud humana .............ccooooee, 26
Compuestos Disruptores ENdOCIHINOS .....ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 27
Compuestos Disruptores Endocrinos en CANCEer .......cccccvvvvvvveieeieeeeeeeenenenn, 30
2 SRR 33
BPA en Cancer de Prostata ..o 34
Planteamiento del Problema .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 38
[ TT 0 T0 =S £ ESPPPPN 39
ODJEtIVO GENEIAL.....cc oo 39
ODbjetivos PartiCUIAres ... 39
Y= 0 o [0 1= PN 40
TS 11 =T [0 1SR 45
Efecto de la exposicion a los bisfenoles sobre la viabilidad y proliferacién
CRIULAT e 45
Efecto transcripcional de los Bisfenoles en las células de CaP ................. 48
Analisis de sobrerepresentacionde vias ..............c......ccciiiiii e 51
Analisisde redes ... 62
(D F- T3 Te = 0 1\ PSR 69
Analisis de Ciclo Celular ... 71
DT EST o1 0 1 o 72
(70 o Lo 1T 1] [0 g =S PP 77
RETEIENCIAS ... e e e e e eeeeeeanes 78



RESUMEN

El cancer de prostata (CaP) es la segunda neoplasia maligna mas frecuente en
hombres a nivel mundial y la principal causa de cancer en varones en naciones
occidentales (Global cancer observatory, 2020). La incidencia de cancer de prostata
ha incrementado en la mayoria de los paises a nivel mundial, principalmente en
paises desarrollados (Teoh et al., 2019). Esta alta incidencia, indica que existe una
posible correlacidén entre esta patologia y el estilo de vida. Uno de los principales
factores relacionados con estilo de vida es la exposicion a contaminantes
ambientales, de los cuales algunos son clasificados como compuestos disruptores
endocrinos (EDCs). Dichos compuestos son capaces de mimetizar, interferir o
potenciar la accion hormonal, o que cobra particular relevancia en la fisiologia de
organos Yy tejidos, como el tejido adiposo, la glandula mamaria, el ovario y la
préostata. Uno de los EDCs mas comunes es el bisfenol A (BPA), molécula ubicua
usada como monomero de policarbonatos, la cual ha sido asociada con distintas
patologias reguladas por hormonas. Por ello, su produccién global ha sido regulada
por las principales agencias de regulacion sanitaria mundial, por lo cual nuevas
moléculas analogas estructurales han surgido como posible reemplazo de dicha
molécula. Sin embargo, la evidencia para relacionar la exposicion humana a BPA,
asi como a sus analogos estructurales ha sido inconsistente y se requieren estudios
mas detallados que permitan comprender el impacto de diferentes dosis y tipos de
bisfenol en la regulacion génica del cancer prostatico. Este trabajo propone evaluar
el efecto de la exposicion de bajas concentraciones de bisfenoles en el
transcriptoma de lineas celulares de cancer prostatica sensibles y resistentes a
androgenos, con el propdsito de evidenciar mecanismos moleculares que pudieran
explicar la correlacion entre exposicion y progresion de la enfermedad. Se encontro
que dichos compuestos alteran vias relacionadas a control de proliferacién, ciclo

celular y daino a DNA.



MARCO TEORICO
La préstata
Anatomia

La prostata es una glandula exocrina, tubo-alveolar, que tiene una conformacién
conica, su tamafo usualmente es de 3.4 cm de largo por 4.4 cm de ancho y 2.6 cm
de profundidad, ademas tiene un peso de entre 15 y 20 gramos, aunque el tamafo

de dicha glandula puede incrementar con la edad(Amis, 1994).

Esta localizada en el compartimiento subperitoneal entre el diafragma pélvico y la
cavidad peritoneal. Se encuentra de anterior al recto e inferior a la vejiga.
Anatomicamente tiene sitios caracteristicos como la base, el apice, la zona anterior,
posterior y las superficies laterales inferiores. La base se encuentra adherida al
cuello de la vejiga, el apice descansa sobre la superficie superior del diafragma
urogenital, la superficie posterior al ser plana descansa en la pared anterior del
recto, y la superficie inferior lateral se une a la superficie anterior y se situa sobre el

diafragma urogenital(C. H. Lee et al., 2011) (Fig 1).
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Figura 1. Localizacion anatomica de la prostata. La préstata se encuentra localizada en la
parte inferior de la vejiga, y frente a la pared rectal, rodeando una fraccion de la uretra.

Imagen modificada de (National Cancer Institute, 2022).



La prostata humana, a diferencia de la prostata de otros mamiferos, no presenta
I6bulos prostaticos. Sin embargo, un analisis anatémico y morfoldgico
comprehensivo en 500 prostatas de pacientes, utilizando modelos tridimensionales,
demostrd la relacion entre distintos sitios anatdomicos, permitiendo establecer cuatro
regiones anatomicas discretas, construyendo un modelo tridimensional de la
glandula(McNeal, 1981) (Fig 2). Las zonas seran descritas a partir de ahora
tomando a la uretra como un punto central, a partir del cual las regiones prostaticas

se localizan.

Zona periférica: En varones jovenes constituye cerca del 75% del volumen
glandular. Forma un disco de tejido cuyos ductos radian alrededor de la
uretra(Harvey et al., 2012). Aproximadamente 70% de los tumores prostaticos se
desarrollan en la zona periférica, debido a que contiene la mayor parte del tejido
glandular(Loch, 2007).Los tumores que se desarrollan en la zona periférica tienden
a ser mas agresivos y a invadir los demas tejidos periprostaticos, ademas presentan
una recurrencia bioquimica mas elevada. Se dice que esta alta recurrencia en
tumores que provienen de esta zona se debe a que esta glandula tiene un origen
embrionario en el seno urogenital, mientras que las zonas de baja frecuencia de
desarrollo tumoral como la zona central derivan del ducto Wolffiano (Adler et al.,
2012).

Zona central: Esta constituye el 25% del tejido glandular de la préstata, se
desenvuelve cerca de los ductos eyaculatorios y sigue los mismos de forma
proximal. Su similitud histolégica con las vesiculas seminales y los ductos
eyaculatorios sugieren que comparte origen embriolégico con esas estructuras
derivan del tubo Wolffiano. El desarrollo de cancer en la zona central es escaso (5-

10%) de los casos (James, 2014).

Zona de transicion: Esta zona rodea a la uretra proximal. La zona de transicion esta
compuesta por dos porciones de tejido glandular que rodean a la uretra entre la

vejiga y el utriculo prostatico.

A pesar de que esta es la zona mas pequefa de la prostata, ocupando solamente
el 5% del volumen glandular, es el sitio de principal desarrollo de hiperplasia
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prostatica benigna (BPH); el crecimiento nodular de esta zona resulta en la
obstruccion de la uretra y la compresion parcial de la salida de la vejiga. En esta
zona se desarrollan del 20-25% de los tumores prostaticos; comportandose de
forma diferente a los tumores prostaticos; siendo por lo general mas grandes y

produciendo una mayor concentracion de PSA(J. J. Lee et al., 2015).

Estroma Anterior fibromuscular: Esta zona estd compuesta por tejido delgado no
glandular, y constituye la cara anterior de la prostata, dicho tejido tiene un papel
anatémico trascendental, que es proteger por completo la cara anterior de las

regiones anteriormente mencionadas.

La clasificacion de la prostata en zonas se encuentra ilustrada en la figura 2. (Fig
2). Gracias a dicho sistema podemos determinar fisiopatolégicamente cada una de
las zonas prostaticas, con diversas afecciones caracteristicas de cada una de estas
regiones, como podemos observar en la figura 3 la zona periférica es la principal
zona de desarrollo de cancer y atrofia, mientras que la zona de transicion esta
caracterizada por ser la zona de principal desarrollo de hiperplasia prostatica

benigna (Fig 3).



¥ Transition zone

Anterior fibromuscular stroma

Figura 2. Modelo anatdomico zonal de la préstata descrito por McNeal. La zona de transicion
integra entre el 5-10% del tejido glandular en varones jovenes; en ella tienen lugar
aproximadamente el 20% de los tumores prostaticos. La zona central forma parte de la base
de la préstata. La zona periférica integra cerca del 70% del tejido glandular y en ella se
desarrollan hasta el 75% de los casos de cancer. El estroma fibromuscular se localiza en la
region anterior, recubriendo la ultima cara de la prostata. Imagen modificada de (Taylor &
Albertsen, 2011).

Con base en el trabajo de McNeal, se ha podido construir una correlacion entre las
distintas regiones anatomicas de la prostata y distintas patologias de este 6rgano;
lo que ha permitido a los médicos y patélogos profundizar en el estudio de las zonas
y su susceptibilidad a desarrollar alteraciones o enfermedades como se muestra en
la figura 9. La mayoria de las lesiones cancerosas ocurren en la zona periférica de
la glandula prostatica, mientras que algunas menos tienen su génesis en la zona de
transicion y, un menor numero surgen de la zona central. Por otra parte, gran parte
de los casos de hiperplasia prostatica benigna (BPH) se dan en las zonas de
transicion. También tenemos lesiones como la atrofia focal, la cual se desarrolla

principalmente en la zona periférica de la préstata(De Marzo et al., 2007).
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Figura 3. Predisposicion de patologias prostaticas de acuerdo con la zona anatomica. El
codigo de colores indica la incidencia de cada patologia prostatica. Imagen modificada de
(De Marzo et al., 2007).

Fisiologia

La glandula prostatica tiene como principal funcién la produccion del fluido seminal,
el cual en conjunto con las células espermaticas constituye al semen. La principal
funcion del fluido prostatico es proveer de proteinas e iones al semen. El liquido
prostatico provee al semen de licuefaccion, y coagulacién. Ademas, las secreciones
prostaticas participan en el recubrimiento de los espermatozoides (Hayward &
Cunha, 2000). Las principales proteinas secretadas por la prostata son la fosfatasa
acida prostatica (PAP), el antigeno prostatico especifico (PSA) y la B-
microseminoproteina (B-MSP)(Lilja & Abrahamsson, 1988). Aunque las secreciones
prostaticas no son requeridas para la fertilidad, la ausencia de préstata disminuye

significativamente esta ultima.
Histologia

El epitelio glandular prostatico esta compuesto de ductos y acinos constituidos por
tres tipos de células: luminales, basales y neuroenddcrinas. Los acinos tienen una
apariencia ondular-papilar en la mayoria de los casos. La configuracion papilar es
notoriamente mas pronunciada en la zona central. Las células luminales son

columnares, con citoplasma eosinofilico, y nucleos redondos. Las células luminales



se especializan en secretar distintos productos al lumen, que constituyen el fluido
seminal. Las células basales son adyacentes a la membrana basal, y el numero de
estas células puede ser variable entre individuos. Las células neuroendocrinas no
pueden ser identificadas por tinciones clasicas, pero pueden ser observadas a
través de técnicas inmunohistoquimicas, resaltando marcadores neuroendocrinos

como la cromogranina y la sinaptofisina.

Por otra parte, el estroma prostatico es fiboromuscular, con abundantes células de
musculo liso mezcladas con fibroblastos, vasos sanguineos y nervios(lttmann,
2018) (Fig 4).
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Figura 4. Tipos celulares que conforman el estroma y epitelio prostatico. Imagen modificada
de (Czyz et al., 2012).

Desarrollo y crecimiento, (el papel de las hormonas esteroideas)

La glandula prostatica se desarrolla a través del seno urogenital embrionario (UGS).
El UGs comprende el epitelio del seno urogenital, rodeado de las células
mesodermales del seno urogenital (UGM). En varones, las células de Leydig de los

testiculos embrionarios, secretan androgenos, cuyas sefiales estimulan al caudal



del UGS para iniciar la sefalizacion proliferativa de la prostata(Buskin et al., 2021).
La testosterona es la hormona esteroidea androgénica en varones, convertida en
su metabolito mas activo la dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5a-reductasa.
La hormona DHT tiene afinidad por el receptor de andrégenos, al darse la union
hormona receptor promueve la proliferacion y desarrollo de las células prostaticas.
Distintos modelos han demostrado el papel clave del receptor de andrégenos en el
desarrollo prostatico, ya que en modelos donde se inducen mutaciones de pérdida
de funcion del gen que codifica para el AR, la glandula padece de malformaciones
(Brown et al., 1988; Charest et al., 1991). El mecanismo de accion de la DHT y el
AR, sobre la organogénesis puede entenderse debido al papel del AR como un
factor de transcripcidén encargado de regular la expresion de genes del desarrollo
embrionario y organogénesis, actuando principalmente a través de dos ejes

moleculares:

e Genes Homeobox: Familia génica altamente relacionada con la
organogénesis y estructura de distintos 6rganos. Durante el desarrollo
embrionario, ciertos genes de esta familia son diferencialmente expresados,
permitiendo la organizacion y diferenciacion de zonas prostaticas. La
mesénquima prostatica que expresa los genes Hoxa13 y Hoxd13, mientras
que el epitelio prostatico expresa Hoxb13. Otros factores de transcripcion
relacionados con la regulacion de los genes Homeobox, importantes en la
organogénesis de la prostata son (NKX3, Fox A1, Fox A2 y Notch) (Meeks
& Schaeffer, 2011).

e Ligandos de sefalizacion secretados. Los andrégenos regulan la expresion
y secrecion de ligandos de accion autocrina y paracrina asociados al
desarrollo prostatico como el factor de crecimiento de fibroblastos 10 (Fgf-
10), ligandos de la via Wnt y proteinas Sonic Hedgehog (SHH) (Prins & Putz,
2008).

Tan relevante es el papel de los androgenos sobre la prostata que su participacion
no esta restringida en la organogénesis prostatica, también regulan el desarrollo y
especializacion de las células que conforman el tejido glandular (Toivanen & Shen,
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2017). Los mecanismos dependientes de androgenos no soélo estan presentes
durante los primeros estadios del desarrollo prostatico, también cobran un papel
fundamental durante la adolescencia y edad adulta regulando funciones de
crecimiento y secrecion. De esta forma, la prostata adulta permanece ampliamente
sensible a la accion de los andrégenos circulantes, por lo cual sufre de alteraciones
como atrofia del tejido, cuando los niveles de testosterona caen por el

envejecimiento.

El principio de sensibilidad a los andrégenos fue usado a nivel terapéutico por
primera vez como un meétodo para tratar a pacientes de cancer de prostata
metastasicos por Huggins y Hodge en 1941. Sus observaciones demostraron que
dichos tumores son dependientes de andrégenos, observando una respuesta clinica
significativa ante la terapia de deprivacion androgénica (Huggins & Hodges, 2002).
Sin embargo, para comprender mejor el papel de los andrégenos en el desarrollo y

progresion del cancer de préstata, comenzaremos a definir el cancer.
El cancer
Definiciéon

En términos generales, el cancer es un grupo de mas de cien enfermedades que se
pueden desarrollar en cualquier tejido, e inclusive en cualquier forma de vida
pluricelular, que involucran la division celular descontrolada, la cual en algunos
tejidos tiene como ultima consecuencia el desarrollo de un tumor, o masa celular,
en el tejido donde se dio la divisidon incontrolada y el cual es capaz de invadir otros
organos, metastasis. Estas enfermedades pueden desarrollarse virtualmente en

cualquier tejido del cuerpo, no obstante, cada tipo de cancer tiene caracteristicas y

desarrollo unicos (National Institutes of Health (US), 2007).

A pesar de que el cancer es un grupo de enfermedades diversas, comparten
patrones de comportamiento, asi como caracteristicas estructurales y moleculares.
En cuestiones de comportamiento, existen distintos modelos que pretenden explicar
el origen y desarrollo de la enfermedad, conocidos como modelos carcinogénicos.
Existen cinco modelos carcinogénicos que han sido propuestos:
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1) El modelo mutacional, principalmente enfocado en el cobmo la acumulacion de
mutaciones inducidas por carcindgenos quimicos presentes en el ambiente como
contaminantes, radiacion y ciertos virus((IARC), 1977; ARMITAGE & DOLL, 1954;
McCann & Ames, 1976; Slaga, 1984).

2) Modelo de inestabilidad genémica, propone que las mutaciones asociadas
con el desarrollo tumoral dependen de la herencia genética. Esta teoria indica que
el desarrollo tumoral requiere de mutaciones tanto en genes supresores de tumores,
genes cuyas mutaciones conducen a una pérdida de funcion, desencadenando el
fenotipo proliferativo, y los oncogenes, genes que al mutar tienen una ganancia de
funcién incrementando el fenotipo proliferativo. Ademas, el modelo de inestabilidad
genomica incremento el alcance del modelo mutacional ya que este ultimo estaba
basado en mutaciones puntuales y carcindbgenos quimicos, mientras que el modelo
de inestabilidad gendmica se basa en la premisa de que se acumulan mutaciones
en los genes encargados de la estabilidad cromosomica y la reparacion del dafio a
DNA, lo cual incrementa sustancialmente la frecuencia de eventos mutacionales
tanto en oncogenes como en genes supresores de tumores, creando un modelo

relativamente estratificado (Fearon & Vogelstein, 1990).

3) EI modelo no genotoéxico, fue concebido recientemente, y se caracteriza por su
énfasis en los efectos no genotdxicos de compuestos carcinégenos ambientales u
ocupacionales como la dieta, obesidad, hormonas y contaminantes ambientales.
Estos factores no actiuan directamente sobre la estructura del DNA para inducir los
cambios proliferativos necesarios para la induccion del cancer, pero influyen en
otros mecanismos capaces de desencadenar cambios funcionales que inducen el
fenotipo canceroso, tales como modulacion endocrina dependiente e independiente
de receptores, induccion de proliferacion, inmunosupresiéon, regulacion de la
respuesta inflamatoria, regulacién del metabolismo energético, control de la

comunicacion intracelular (Hernandez et al., 2009).

4) El modelo Darwiniano de carcinogénesis, dicta que la expansién clonal de
células mutadas se da por la seleccion del microambiente tumoral de aquellas

células con mutaciones que les dan una ventaja adquirida. En otras palabras, se
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explica que la mayor proliferacion de algunas clonas celulares, esta asociada a la

selecciéon del microambiente (Gillies et al., 2012).

5) EI modelo de organizacion tisular, este modelo esta basado en el hecho de
que el cancer, mas alla de una enfermedad celular, es un padecimiento del tejido.
Por ello en este modelo la atencion se centra en el efecto del microambiente tumoral
que rodea a las células precancerosas. Donde la aparicion de lesiones neoplasicas
no es un fendmeno autonomo aislado del microambiente, por el contrario ciertos
parametros fisicos, quimicos y celulares dentro del microambiente tumoral pueden
inducir el desarrollo tumoral a partir de lesiones pre oncogénicas(Bissell et al., 1999)
(Vineis et al., 2010).

Caracteristicas del cancer

Distintas lineas de investigacidon sugieren que la tumorogénesis es un proceso con
multiples pasos que son reflejo de alteraciones genéticas que desencadenan la
transformaciéon de células normales en derivados con malignidad. Esto, aunado a
los métodos de secuenciacion actuales, han permitido identificar caracteristicas
clave para el desarrollo y progresion tumoral. Dentro del vasto catalogo de genotipos
asociados a cancer existen un conjunto de alteraciones fisioldégicas dentro de las
células que promueven el crecimiento maligno, a las cuales Hanahan y Weinberg
llamaron “Hallmarks” del cancer. Estos autores identificaron catorce caracteristicas

compartidas entre los distintos tipos de neoplasisas, las cuales son:

1) Senales de proliferacion sostenida: La caracteristica mas fundamental de
las células cancerosas es su habilidad de mantener activas vias de
proliferacion crénica. En tejidos normales la produccién y liberacion de
sefales promotoras del crecimiento estd cuidadosamente controlada por
sistemas de autoregulacion. En las células tumorales, estos sistemas se ven
desregulados, haciendo que estas sefales sean liberadas constantemente.
Las células pueden adquirir la capacidad de sostener la proliferacion de
distintas maneras como la activacion constitutiva de vias que promueven la
proliferacion (Wnt, Notch, IGF, PI3K/Akt, NF-kB, Hh), transicion epitelio

meseénquima que promueve el crecimiento de células troncales, estados de
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hipoxia que promueve la proliferacion de células troncales asociadas a
cancer (CSC), cambios en la expresion de proteinas de control de ciclo
celular, alteracion del metabolismo, disrupcion hormonal y el desarrollo de un
microambiente tumoral reactivo que estimula la proliferacion celular
(Feitelson et al., 2015).

Evasion de los supresores de crecimiento: Ademas de incrementar la
actividad de vias de crecimiento celular, las células cancerigenas pueden
regular negativamente los mecanismos de control de proliferacion; muchos
de estos programas son controlados por los genes supresores de tumores.
Los genes supresores de tumores limitan el crecimiento celular y
proliferacion, muchos de estos genes han sido asociados con el desarrollo
tumoral y mutaciones de pérdida de funcion hacen que las proteinas producto
no puedan llevar a cabo su papel regular en cancer, consecuentemente
inducira el desarrollo de la enfermedad. Dos de los principales supresores de
tumores son la proteina RB (asociada a retinoblastoma) y TP53; dichas
proteinas actuan como nodos de control central en dos circuitos regulatorios
que gobiernan el ciclo celular, la senescencia y apoptosis(N. P. Wang et al.,
1993).

Evasién de la destruccion inmune: Una de las teorias de sobrevivencia a
la respuesta inmune indica que los tumores sélidos de alguna manera evitan
ser detectados por el sistema inmunolégico, lo que limita su erradicacion.
Existen ciertos factores que los tumores pueden utilizar para evadir dichas
respuestas como la supresion de la actividad de células reguladoras en el
microambiente tumoral, alteraciones en la presentacion de antigenos,
alteraciéon del balance de células Th1 a células Th2 (desviacién inmune),
regulacion de apoptosis en células inmunes(Vinay et al., 2015) .
Inmortalidad replicativa: Ha sido ampliamente aceptado que las células de
cancer requieren de potencial replicativo ilimitado para generar tumores
macroscopicos. Distintas lineas de evidencia indican que los telémeros son
cruciales para la proteccidén de la seccion final de los cromosomas, y dicha

funcién esta involucrada en la capacidad de proliferacion. Con cada ronda de
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reproduccion celular estas secuencias de hexanucleétidos en tandem se
recortan progresivamente, perdiendo su funcién, generando fusiones de
DNA, dichas fusiones generan cariotipos incompatibles con la viabilidad
celular. Las células con pocas rondas de replicacion cuentan con una enzima,
llamada telomerasa que se especializa en afiadir segmentos repetidos al final
de los teldmeros. Dicha enzima esta ausente en la mayoria de las células,
sin embargo, se expresa a niveles funcionales en el 90% de las células
inmortalizadas de cancer (Yaswen et al., 2015).

Senales inflamatorias promotoras tumorales: En las neoplasisas, la
evidencia sugiere que las células inmunes inflamatorias pueden promover
activamente el crecimiento tumoral dada su capacidad de inducir
angiogeénesis, proliferacion de las células cancerigenas, e incrementar la
invasion. Ademas, las células necréticas pueden liberar factores activos
como IL-1a, que tiene el potencial de estimular el microambiente tumoral
induciendo la proliferacion de células tumorales (Grivennikov et al., 2010).
Activacion de la invasion y metastasis: La alteracion mejor caracterizada
en neoplasias relacionada con la activacion y metastasis, es la pérdida de E-
cadherina, una proteina que ayuda a la formacion de uniones estrechas y
adhesion celular. La regulacion negativa e inactivacion mutacional de la E-
cadherina ha brindado pruebas de su relacion con el incremento en migracion
e invasion, ademas esta proteina esta relacionada con el control de la
transicion epitelio mesénquima (EMT) (Na et al., 2020).

Induccidén y acceso a vascularizacién: Los tumores al crecer requieren de
nutrientes y oxigeno asi como de la capacidad de excretar desechos
metabdlicos y didéxido de carbono. Por ello los tumores sélidos necesitan
iniciar procesos de neovascularizacion, angiogénesis. La evidencia dicta que
muchos tipos de tumores solidos expresan algunas proteinas inductoras de
el factor de crecimiento vascular endotelial como VEGF-A. La via de
sefalizacion de VEGF puede verse inducida por el estado hipdxico del tumor
y por la sefalizacion oncogénica en algunos tipos de tumores soélidos (Sa-
Nguanraksa & O-Charoenrat, 2012).
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8)

Inestabilidad genémica y mutacion: La adquisicion de muchos de las
caracteristicas previamente mencionadas esta ampliamente relacionada con
alteraciones en los genomas de las células neoplasicas. Ciertos genotipos
mutantes les confieren una ventaja selectica a las células o a ciertas
subclonas celulares, activando el crecimiento tumoral por su dominancia
dentro del microambiente tumoral. De acuerdo con la teoria multipasos de la
progresion tumoral, la expansion clonal trae como consecuencia la herencia
de estos cambios gendmicos y por tanto, transmision de fenotipos altamente
agresivos, la inactivacion de supresores de tumores y cambios en la
expresion de genes reguladores. La extraordinaria capacidad del genoma de
reparar dafos a través de la maquinaria de mantenimiento de dafio al DNA,
usualmente puede desencadenar mutaciones nuevas, 0 que consecuente
en mutantes de numero de copia, de linea germinal, o mutaciones puntuales
en oncogenes y en genes supresores de tumores, por lo tanto esta claro que
la inestabilidad gendmica, induce mutaciones, lo que consecuente en la
adquisicién de otras caracteristicas claves en el desarrollo tumoral (Yao &
Dai, 2014).

Resistencia de la muerte celular: La habilidad de las poblaciones celulares
tumorales de expandir sus numeros esta determinada no solo por un
incremento en las tasas de proliferacion celular, sino también por una
disminucién en las tasas de muerte. La muerte celular programada,
apoptosis, representa la mayor fuente de reduccion celular. Sin embargo, la
resistencia a apoptosis es una de las principales caracteristicas del cancer.
La resistencia a la apoptosis puede ser adquirida a través de varias
estrategias, probablemente la mas comun es aquella relacionada con
mutaciones en el gen supresor de tumores p53. La inactivacion de su
proteina producto esta asociada con mas del 50% de los tumores humanos
(Harris, 1996). Ademas existen otras vias de sefalizacién alteradas
asociadas con la resistencia a la muerte celular, tales como la via de PI3K-
AKT/PKB, la via de sefalizacion de MYC y alteraciones en la sefializacién de
Ras (Mohammad et al., 2015).
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10) Reprogramacién del metabolismo celular: Las necesidades metabdlicas
cambian a lo largo de la progresion tumoral. En estadios tempranos el tumor
requiere de una constante captura de nutrientes y biosintesis. Los tumores
después adquieren dependencia en nuevas vias durante estados mas
avanzados de la progresién, particularmente en metastasis y resistencia a
terapia. Las células que migran o estan siendo tratadas desarrollan un
metabolismo mas basado en fosforilaciones oxidativas y estan mas
expuestas a estrés oxidante. Esto ha llevado a desarrollar distintas
estrategias que logren tener como blanco terapéutico los cambios
metabdlicos que se producen durante el cancer. Un ejemplo de esto es el
efecto Warburg, el cual esta descrito como la preferencia por vias de glicélisis
y la secrecion del lactato aun en presencia de oxigeno. Cambios metabalicos
como estos, son caracteristicos de todos los tumores, y pueden verse
influenciados por la interaccion de distintas mutaciones en genes reguladores
del metabolismo (Faubert et al., 2020).

11)Reprogramacion epigenética: La reprogramacion epigenética es un
proceso esencial para el desarrollo normal de los 6rganos, asi como
mantener los fenotipos celulares. Sin embargo, este proceso es reversible y
modificable por condiciones ambientales. La reprogramacion epigenética
aberrante estd asociada a distintas enfermedades multifactoriales como
sindrome metabdlico, enfermedades cardiovasculares y desoérdenes
neuroldgicos. En el caso del cancer la disrupcidn epigenética en los patrones
de metilacion del DNA (pérdida general de metilacion del DNA) ,
modificaciones de histonas, y cambios en la expresion del ncRNA estan
asociados con el desarrollo y progresiéon del tumor (Costa et al., 2023).

12)Microbiomas polimérficos: Los ecosistemas microbianos integran
complejas redes de interacciones, entre ellos y con los tejidos. La evidencia
prueba que las interacciones con el microbioma juegan un papel fundamental
en los procesos de tumorogénesis, diferenciacion, y progresiéon maligna.
Ademas, el microbioma interactua directamente para el establecimiento de

ciertas caracteristicas como la inflamaciéon protumoral, evasién de la
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destruccion inmune e inestabilidad gendmica. Ademas evidencia reciente,
indica que existen microbiomas intratumorales (Lythgoe et al., 2022).

13)Senescencia celular: La senescencia celular es un estado estable de
arresto de ciclo celular, asociado con distintos cambios macromoleculares
como un fenotipo hiper-secretorio y proinflamatorio. La entrada de las células
en estados de senescencia puede ser una barrera anti-tumurogénica,
paradojicamente estudios han demostrado que en ciertas condiciones las
células malignas y no malignas del tumor pueden entrar en un estado
senescente persistente llevandolas a adquirir propiedades tumorales, de
resistencia a terapia, ademas de un estado de promocion troncal asociado a
la senescencia (Schmitt et al., 2022).

14)Desbloqueo de plasticidad fenotipica: Los cambios fenotipicos en células
adultas conducen a fendmenos de desdiferenciacion y transdiferenciacion,
cruciales en la reparacion de heridas. Sin embargo, el proceso de
desdiferenciacion son centrales en la promocion troncal para el inicio del
cancer. Ademas, el proceso de transdifereciacion es necesaria para
promover procesos migratorios e invasivos. Otro de los fendmenos
asociados a la plasticidad fenotipica son la resistencia a terapias, incremento

de la troncalidad, y resistencia al estrés (Gupta et al., 2019).
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Figura 5.- Las caracteristicas clave del cancer, necesarias para el proceso carcinogénico y
de progresion tumoral, compartidas entre distintos tipos tumorales, Imagen modificada de
(Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011).

Estas caracteristicas son cruciales para el inicio y desarrollo de la mayoria de los
tumores conocidos, el conocerlas nos permite identificar qué procesos moleculares
estan involucrados en la carcinogénesis y progresiéon de tumoral (Fig. 5

Caracteristicas clave del cancer) (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011).
Estadisticas Globales del Cancer

En el afio 2020, la Agencia para la Investigacion del Cancer estimd un aproximado
de 19.3 millones de nuevos casos de cancer a nivel mundial y 9.9 millones de
muertes asociadas a cancer, excluyendo casos de cancer de piel, no melanoma.
Dentro de los tipos de cancer mas comunmente diagnosticados estan el cancer de
mama con 2.3 millones de nuevos casos (11.7%), seguido de cancer de pulmon
(11.4%), colorectal (10%) y de proéstata (7.3%) entre otros(Sung et al., 2021). Debido
a su alta tasa de incidencias, el cancer de prdstata permanece como uno de los

paradigmas en la investigacion del cancer, ademas de ser uno de los tipos de cancer
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mas frecuentes, es uno de los tipos de cancer que han sido altamente asociados

con el estilo de vida, dada su prevalencia en paises occidentales.
El cancer de prostata

El cancer de préstata (CaP) es la segunda neoplasia maligna mas frecuente en
hombres a nivel mundial y la principal causa de cancer en varones en naciones
occidentales. Ademas de eso es la quinta causa de muerte asociada a cancer en
varones a nivel mundial, con un estimado de 1,414,000 nuevos casos de cancer y
375,304 muertes para el afio 2020 (Global cancer observatory, 2020). La incidencia
de cancer de proéstata ha incrementado en la mayoria de los paises a nivel mundial,
principalmente en paises desarrollados occidentales, en regiones como el Norte y
este de Europa, el Caribe, Australia, Nueva Zelanda, y Norte América (Fig 4) (Teoh
et al., 2019). El hecho de que la incidencia de cancer de prostata sea mayor en
paises occidentales desarrollados, indica que existe una posible relacién entre esta
patologia y el estilo de vida. Factores el sedentarismo y la composicion de la dieta
son determinantes para el desarrollo de patologias prostaticas, debido a la influencia
de dichos factores sobre distintos mecanismos inmunolégicos y hormonales
(Garcia-Perdomo et al., 2022).
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Figura 6.- Incidencia y mortalidad global del cancer de prostata. En el grafico podemos
observar la tasa de riesgo estandarizada por edad entre cada 100,000 habitantes. Imagen

modificada de (Global cancer observatory, 2020).

Cancer de Proéstata en México

En el caso de México, en 2020 se registraron 26,742 nuevos casos de cancer de
prostata, siendo la principal causa de neoplasias malignas para varones de todas
las edades. Ademas de ser la segunda causa mas frecuente de muerte asociada a
neoplasias con 7, 457 defunciones registradas ese afio. En ambos casos solo detras
del cancer de mama (Fig 7)(IARC, 2020).
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Figura 7.- Incidencia y mortalidad de los distintos tipos de cancer en México. Como
observamos en la grafica, al normalizar por edad el cancer de prostata presenta una
incidencia elevada en el pais, respecto de los otros tipos de cancer. Imagen modificada de
(IARC, 2020).

Historia Natural de Ia enfermedad

Como se menciond anteriormente en la edad adulta la hormona dihidrotestosterona
(DHT) actua como un regulador de la homeostasis prostatica, manteniendo el
adecuado recambio del epitelio prostatico, a través del control de la proliferacion y
la muerte celular (Tindall & Rittmaster, 2008). Contrario a los valores de la
testosterona, los niveles séricos de DHT no sufren una caida de concentracién
asociada a la edad, lo cual indica que en condiciones normales las reacciones de
conversion de testosterona a DHT se encuentran saturadas, a pesar de los bajos
niveles de testosterona. Esto indica que la dihidrotestosterona es el andrégeno

prostatico primario (Morgentaler & Traish, 2009). Al no existir una correlacién clara
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entre la concentracion de testosterona o dihidrotestosterona con el desarrollo de la
enfermedad, se ha establecido el uso de otros marcadores moleculares vy tisulares
para describir el curso natural de la enfermedad. Uno de los marcadores
moleculares mas utilizados para el diagndstico y seguimiento de distintas patologias
prostaticas es la prueba de Antigeno Prostatico Especifico (PSA). La expresion del
gen que codifica para PSA es inducible por la accién de los andrégenos, por lo tanto
sus niveles pueden ser tomados como indicadores de actividad androgénica, y nos
permite tener un panorama de la historia y progresion del tumor, sin depender
directamente de las concentraciones hormonales (Kim & Coetzee, 2004). El PSA
es una enzima glicoproteica secretada por el epitelio secretorio prostatico y es la
proteina mas abundante en el plasma seminal. La funcion del PSA es la disolucién
del coagulo seminal a partir de su actividad como proteasa de serina, lo que permite
disminuir la viscosidad seminal, incrementando la motilidad de los espermas(David
& Leslie, 2023). En condiciones normales, una fraccion de PSA se filtra hacia el
torrente sanguineo, mientras que en estados de traumatismo, enfermedades
prostaticas o cualquier condicion que altere la delicada microarquitectura prostatica,
ocasionara que una mayor cantidad de PSA se difunda al especio extracelular,
incrementando la concentracion plasmatica de PSA; existen muchas condiciones
patolégicas que incrementan los niveles plasmaticos de PSA como hiperplasia
prostatica benigna, prostatitis, traumatismo perineal, e infecciones prostaticas
(Stamey et al., 1987). A pesar de su falta de especificidad, el PSA es ampliamente
utilizado en el diagndstico y prondstico del CaP. El valor normal del PSA debe ser
menor o igual a 4ng/mL. Sin embargo, los niveles de PSA también incrementan de
forma relativamente natural con la edad(Ito et al., 2003). En la figura 7 podemos
observar un grafico que muestra dos de los estados clinicos mas importantes en la
progresion del CaP, seguidos a través de cambios en la concentracién en el PSA.
En el grafico podemos observar las fluctuaciones en los niveles plasmaticos de PSA
(eje ordenadas), dependiendo de la administracién y tipo de tratamiento a lo largo
del tiempo (eje abscisas). Tras la terapia local de primera linea, los pacientes suelen
presentar recurrencia en la que los niveles de PSA incrementan, superando su

estadio inicial. Si tras el bloqueo androgénico maximo, se desarrolla recurrencia, las
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células desarrollan el fenotipo conocido como Cancer de Prostata resistente a la
Castracion (CPRC). En este punto, virtualmente ninguna terapia es efectiva contra
las células malignas(W.D. Figg, , C.H. Chau, 2010) (Fig 8).
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Figura 8.- Curso natural de la enfermedad representado como el cambio en las
concentraciones de PSA a lo largo del tiempo. En el grafico se muestra la progresién del
CaP a lo largo del tiempo (Eje X), representada por el incremento en la concentracién de

antigeno prostatico especifico (Eje y). Imagen modificada de (Morote et al., 2016)
Clasificacion y diagnoéstico

Al ser una neoplasia maligna tan compleja, a la fecha el CaP no puede ser
diagnosticado a través de una sola prueba, por lo que requiere de una bateria de
determinaciones como el tacto rectal digital (DRE), la prueba de antigeno prostatico-
especifico (PSA), seguida de biopsia confirmatoria guiada por ultrasonido
transrectal (TRUS). En paises con alto numero de prescripciones de PSA mas del
60% de casos de CaP son diagnosticados en pacientes asintomaticos. Durante la
ultima década se intenta ahondar en el estudio de nuevos biomarcadores con el
propoésito de incrementar la especificidad y sensibilidad de las pruebas existentes
(Descotes, 2019).

23



A pesar de que el cancer de prostata, al igual que otros tipos de tumores sigue la
clasificacion de la American Joint Comittee on Cancer (AJCC), también conocida
como escala TNM (Tumor-Nodulo-Metastasis), la forma estandar de clasificaciéon
del cancer de préstata es el sistema Gleason, descrito por primera vez en 1974 por
Gleason y Mellinger. En esta escala se puntua el patron de diferenciacion de la
glandula prostatica desde un grado 1 (menos agresivo) hasta el grado 5 (mas
agresivo). El Grado Gleason asigna un valor numérico a las células cancerosas en
una escala del 1 al 5, basado en su grado de diferenciacién. Un gran numero de
tumores presentan dos o mas patrones de diferenciacién por lo que la escala
Gleason fue correlaciona el grado de estos patrones de crecimiento con el
comportamiento biolégico del carcinoma. La relacion esta dada mediante la suma
del patron primario y el secundario; acto seguido, se suman dos valores para
obtener el puntaje final del grado Gleason, que puede oscilar entre 2 'y 10. En este
sistema, un puntaje bajo (como 2 o 3) indica células cancerosas se encuentran
diferenciadas, mientras que un puntaje alto (como 8, 9 o 10) indica células
cancerosas mas des diferenciadas y agresivas. En el caso de los patrones podemos
encontrar que un Grado 1 corresponde a un crecimiento uniforme y empacado, pero
definido por acinos ovalados. En el caso del segundo patron tenemos acinos bien
definidos rodeados con masas de escasa definicion El Gleason 3 es el mas comun
de los patrones de crecimiento de cancer de prostata; distinguido por una extensién
irregular, con acinos presentes de extension irregular. El cuarto grado es un estadio
en el cual se pueden observar acinos glandulares grandes fusionados, creando
masas, cadenas y agregados. Finalmente, el quinto estadio Gleason se refiere a
agregados anaplasicos, 0 masas solidas de necrosis central(Borley & Feneley,
2009). En la figura 9 podemos observar los distintos patrones de crecimiento

esquematizados para mejorar su comprension (Fig 9).
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Figura 9.- Esquema representativo e imagenes de los diferentes patrones de crecimiento
del grado Gleason, siendo el primer grado el de mayor diferenciacién celular, con
crecimiento celular uniforme y empacado, hasta el grado 5 con un evidente grado de

desdiferenciacion celular. Imagen tomada de (HRNAden et al., 2007).
El cancer de prostata y estilo de vida

Dada la alta prevalencia de cancer de préstata en las naciones occidentales, la
prevencion primaria de la enfermedad ha sido considerada como una estrategia
fundamental no solo para reducir los costos significativos de los tratamientos, sino
ademas para reducir el estrés fisico y emocional de los pacientes. Se ha establecido
una correlacion clara entre la incidencia de cancer de préstata y la exposicion a
diferentes factores ambientales que actuan a nivel molecular, como posibles
carcindégenos como el tabaco, infecciones prostaticas, exposicion a pesticidas, a
hidrocarburos aromaticos policiclicos, y un gran numero de compuestos. Sin
embargo, dada su alta sensibilidad a factores hormonales, es muy probable que
compuestos disruptores endocrinos (EDCs) jueguen un papel fundamental en el

inicio y progresion del cancer de préstata. Una de las fuentes principales de dichos
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EDCs son las exposiciones ambientales/ ocupacionales a plasticos y contaminacion
por plasticos. Por ello en el siguiente apartado discutiremos el papel de dichos

plasticos en la salud humana.
El plasticeno y su impacto en la salud humana

Desde la década de 1960 hasta el ano 2015, la produccion mundial de plasticos
incrementd veinte veces, alcanzando 322 millones de toneladas en dicho afo. Y se
espera que estos numeros se dupliquen en los siguientes veinte afos. Los plasticos
estan presentes en la actividad humana y se han indicadores econdmicos y de
desarrollo de los paises (European Economic and Social Committee and the

Committee of the Regions., 2018).

Este incremento masivo en la cantidad de plasticos ha hecho que dichos materiales
sean considerados ubicuos en el planeta. Estos polimeros sintéticos actuan como
contaminantes o como vectores quimicos de una amplia gama de compuestos. La
cantidad de contaminantes plasticos es tal que se han encontrado restos de
plasticos y microplasticos en agua y microorganismos del mar (Alfaro-Nufez et al.,
2021), en suelos (Yang et al., 2021), comida y bebidas para consumo humano
(Sewwandi et al., 2023). La distribucion global de los plasticos ha sido propuesta
como un indicador geolégico del antropoceno considerados como tecnofdsiles,
evidencia de la existencia y actividad humana, hasta el punto que podriamos ser
capaces de llamar a la era como plasticeno (Reed, 2015). En la figura 10 (Fig 10)
se ilustra como fragmentos de microplastico se han sedimentado a lo largo de un
canon, combinandose con su material de sedimentacion original, lo cual es
evidencia de la importancia geoldgica de dichos materiales, desde la década de
1960. La amplia disposicién de plasticos a lo largo del planeta a diferentes niveles,
ha desencadenado que los seres humanos estemos altamente expuestos a dichos
materiales, lo que ha incrementado su presencia en tejidos humanos como en la
placenta (Ragusa et al., 2021) e inclusive biofluidos humanos tales como leche
materna (Ragusa et al., 2022), orina (Pironti et al., 2023) y sangre (Leslie et al.,
2022). La evidencia sugiere que existen compuestos provenientes de los plasticos

capaces de interferir con distintos procesos biolégicos, desencadenando distintas
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enfermedades entre los que destacan metales pesados, retardantes de flama, micro
y nano plasticos, asi como compuestos disruptores enddcrinos. Todos ellos
vinculados a enfermedades cardiovasculares, renales, metabdlicas, neurolégicas,
trastornos reproductivos y distintos tipos de cancer(Campanale et al., 2020). En el
presente trabajo, nos enfocaremos en discutir el papel que tienen ciertos

compuestos disruptores endocrinos en la salud humana.

Figura 10.- Depositos y estratificacion de materiales plasticos provenientes de un cafion al

sur de Espafia. Imagen tomada de (Campanale et al., 2020).
Compuestos disruptores endocrinos

De acuerdo con la Agencia para la Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(EPA), los EDCs son moléculas exdgenas capaces de interferir con la sintesis,
transporte, union a receptores, metabolismo y excrecibn de las hormonas
responsables de la homeostasis, reproduccién, desarrollo y comportamiento,
causando efectos adversos en un organismo o poblacion(EPA, 1998). En otras

palabras son compuestos 0 mezclas de compuestos que interfieren con la accion
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hormonal normal. Los EDCs pueden clasificarse a grandes rasgos en dos

categorias:

a) Aquellos que tienen un origen natural como los fitoestrégenos por ejemplo la
genisteina (Zheng et al., 2013), y el cumestrol (Ferreira-Dias et al., 2013).

b) Compuestos sintéticos usados en la industria como solventes, lubricantes,
plasticos, plastificantes, pesticidas, fungicidas, y algunos agentes

farmacéuticos y sus bioproductos (Kabir et al., 2015).

Aunque existe una clasificacion por origen, las caracteristicas estructurales de los
EDCs son muy diversas lo que dificulta establecer una correlacién quimica entre
ellos. Debido a esta misma naturaleza, los disruptores endocrinos presentan
distintos mecanismos de accion molecular. Ademas, en ocasiones los metabolitos
de los EDCs también son biolégicamente activos, capaces de generar disrupcion
endocrina(Kabir et al., 2015). Esto ha dificultado a las agencias regulatorias
caracterizar y legislar el riesgo de exposicion a EDCs (OECD, 2018). Con el
propésito de facilitar esta tarea, se integré un consenso de expertos, inspirados en
aquellos para clasificacion de carcindégenos, para clasificar y describir a los EDCs
de acuerdo a una serie de mecanismos moleculares comunes llamados
caracteristicas clave, validando esta metodologia de andlisis para identificar y
clasificar EDCs. Tras el consenso de expertos de 2019, se establecieron 10
mecanismos moleculares (caracteristicas clave) para describir a los EDCs (La

Merrill et al., 2020). Estos mecanismos son los siguientes:

a) Agonismo de receptores: Un ejemplo de esto es que el dicloro difenil
tricloroetano (DDT) que es capaz de estimular la senal transcripcional
dependiente de receptores de estrogenos a y B (ERa y ERB)(Legler et al.,
2002).

b) Antagonismo de receptores: Existen casos de EDCs sintéticos como el
diclorodifenildicloroetileno que es capaz de inhibir al receptor de andrégenos
(AR) (Schrader & Cooke, 2000).

c) Regulacion de expresion de receptores: Ciertos EDCs pueden modular la

expresion de los receptores hormonales a través de mecanismos de

28



internalizacién y degradacion. Tal como el di(2-etilhexil)ftalato que disminuye
la expresion del receptor de mineralocorticoides (aldosterona)(Martinez-
Arguelles et al., 2009).

Transduccion de sefiales: Los EDCs son capaces de desencadenar
reacciones intracelulares dependientes de la unién receptor. Por ejemplo
algunos receptores membranales GPCRs pueden verse afectados por la
unién a bisfenol A(Bouskine et al., 2009).

Alteraciones epigenéticas: Se ha demostrado que los EDCs pueden regular
mecanismos epigenéticos como metilacion de citosinas, modificaciones post-
traduccionales de histonas, y expresion de microRNAs, asociados a
enfermedades como la Obesidad (Nettore et al., 2021).

Sintesis de hormonas: La evidencia ha demostrado que algunos EDCs son
capaces de disminuir la concentracion y biodisponibilidad de hormonas, tal
es el caso de algunos ftalatos que son capaces de disminuir la produccion de
hormonas en varones(Woodward et al., 2020).

Transporte de hormonas: Ciertos disruptores endocrinos son capaces de
inducir cambios en la unidon hormona-acarreador, alterando el transporte de
las mismas. Este es el caso del DDT que disminuye las concentraciones de
proteina de unién a retinol (RBP)(Delport et al., 2011) .

Regulacién de los niveles circulantes de hormonas: Se ha demostrado que
algunos EDCs son capaces de alterar los niveles circulantes de hormonas,
como ciertos ftalatos que pueden alterar los niveles circulantes de
testosterona (Chang et al., 2015).

Aclaramiento y excrecién: Los distintos grupos de hormonas (peptidicas,
proteicas, esteroideas y tiroideas) son inactivadas y excretadas de diferentes
formas. Los EDCs pueden inducir la activacion de glucoronidasas, que
incrementan el aclaramiento de hormonas tiroideas en la sangre(Brucker-
Davis, 1998).

Regulacién del destino celular (proliferacion, migracion, diferenciacion y
muerte): Algunos EDCs, como los ftalatos son capaces de inducir

proliferacion en células de cancer de mama(F.-P. Chen & Chien, 2014);
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inducir  migraciéon, invasion |y angiogénesis en células de
hepatocarcinoma(Tsai et al., 2014).

La determinacion de estas caracteristicas clave en la disrupcion endocrina, ha
permitido identificar, organizar y evaluar a los EDCs basados en datos de
mecanismos moleculares, abriendo la puerta a un mejor entendimiento de los

disruptores endocrinos. Ver figura 11 (La Merrill et al., 2020).
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Figura 11.- Las diez caracteristicas clave de los compuestos disruptores endocrinos. En la
imagen las flechas sefalan las diez caracteristicas de los EDCs. El simbolo * indica que un

EDC puede incrementar o disminuir el efecto. Imagen tomada de (La Merrill et al., 2020).

Compuestos disruptores endocrinos en el cancer

La incidencia de distintos tipos de cancer regulados por hormonas ha aumentado

desde la década de los 1970’s hasta la primera década del nuevo milenio. El cancer
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de mama incrementé un 26%, el cancer testicular 56% y el cancer de prostata
94%(Seachrist et al., 2016). Este incremento se ha visto relacionado con la
exposicion a distintos factores ambientales, algunos de ellos capaces de activar
diferentes mecanismos bioldégicos emulando las funciones enddgenas, conocidos
como xenobidticos. Dentro de los principales xenobidticos se encuentran un grupo
de compuestos capaz de mimetizar la accion de los estrogenos conocidos como
xenoestrogenos. Existe evidencia de que algunos EDCs pueden ser considerados
como carcinogenos en dichos tipos de cancer(Modica et al., 2023). En el presente
apartado discutiremos la evidencia que existe de la influencia de los EDCs en

distintos tipos de cancer regulado por hormonas.
EDCs en cancer de mama

Existe evidencia que indica que la exposicion a determinados EDCs esta
relacionada con el desarrollo de cancer de mama. Un ejemplo de esto es el caso de
alta exposicion a ftalatos (= 10,000 mg acumulativos) la cual se ha asociado con
incrementos de hasta dos veces en las tasas de cancer de mama positivo a receptor
de estrégenos(Ahern et al., 2019). Se ha demostrado que el DDT es capaz de
promover el crecimiento de células tumorales responsivas a estrégenos en tumores
mamarios (Robison et al., 1985), ademas puede incrementar el riesgo de desarrollar
de cancer de mama (Kleanthi & Andreas, 2009). Otro de los compuestos disruptores
de endocrinos es el BPA, que se ha asociado al incremento de cancer de mama,
asociado a la accion del receptor de estrogenos-a (ERa)(Sengupta et al., 2013).
Esta evidencia sugiere que tres de los disruptores endocrinos mas comunes han
sido asociados con el desarrollo y progresion del cancer de mama en modelos

poblacionales, in vivo e in vitro.
EDCs en cancer de ovario

El cancer de ovario esta altamente regulado por hormonas, ciertos plastificantes,
como el di(2-etilhexil)ftalato (DEHP) y el mono(2- etilhexil)ftalato estan asociados al
desarrollo de cancer de ovario a través de sefalizacion dependiendo de PPARa
dependiente de la via PI3K/Akt/NF-kB(Leng et al., 2021). Se han encontrado

metabolitos de DDT en tejido ovarico, lo cual probablemente altere genes asociados
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en remodelar el citoesqueleto (Shah et al., 2018), ejerciendo un efecto
probablemente carcindgeno. Otro EDCS caracteristico es el BPA el cual puede
inducir proliferacion celular y metastasis en células de cancer de ovario a través de

mecanismos de regulacion del (ERa) (Sang et al., 2021).
EDCs en cancer de testiculo

En cancer testicular existen distintos meta analisis revela que los EDCs incrementan
el radio de riesgo de padecer cancer testicular en la descendencia de poblacion
expuesta(Brauner et al., 2021).Estudios poblacionales revelan que existe una tenue
correlacion entre la concentracion plasmatica de DDT en las madres y la incidencia
de cancer testicular en la descendencia (Cohn et al., 2010). Un estudio in vivo ha
demostrado que la exposicion de madres a BPA esta correlacionada con el

crecimiento del tumor testicular en ratones(Nava-Castro et al., 2019).
EDCs en cancer de tiroides

La exposicion temprana y prenatal a EDCs ha sido asociada a carcinoma tiroideo,
debido a que inducen estrés oxidativo y cambios epigenéticos en la glandula
tiroidea. La exposicion a pesticidas, retardantes de flama, policlorados, ftalatos y
parabenos es capaz de inducir cambios epigenéticos, metabdlicos, y moleculares

asociados a cancer tiroideo(Kyriacou et al., 2023).
EDCs en cancer de préstata

Evidencia epidemioldgica y de modelos animales que indica que ciertos EDCs son
capaces de inducir el desarrollo y progresion del (PCa), compuestos pesticidas,
estrogenos ambientales y compuestos antiandrogenos han sido asociados con el
desarrollo y progresion de cancer de prostata (Prins, 2008). Actualmente la mayoria
de las evidencias de disrupcion endocrina asociada a cancer de prostata esta
basada principalmente en cuatro familias prominentes de EDCs: bisfenoles, ftalatos,
fitoestrédgenos y micoestrégenos. Los EDCs pueden afectar distintas vias asociadas
al desarrollo y progresién del PCa. Las hormonas esteroideas como los andrégenos,
estrégenos y glucocorticoides tienen repercusiones en la salud de la prostata

(Lacouture et al., 2022). Estudios epidemioldgicos han relacionado el incremento
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en las tasas de riesgo de cancer de prostata con DDT(Band et al., 2011), asi como
se ha asociado la exposicion a ftalatos con tumorogénesis prostatica en poblaciéon
estadounidense (Guo et al., 2023). En cancer de prostata la mayoria de la evidencia
relaciona la accion de los EDCs como agentes antiandrogenos, ademas de interferir
con la produccion, sobreexpresion y amplificacion de receptor de andrégenos (AR),
mutantes de AR, variantes de splicing AR activas, sin embargo, los EDCs son
capaces de interactuar con otros receptores hormonales como ER, ademas de

actuar por mecanismos hormonales no genomicos(Song et al., 2002).
BPA

El bisfenol A es un compuesto organico sintético que es ampliamente utilizado como
mondmero en la sintesis de policarbonatos y resinas epoxicas, y ha estado
comercialmente disponible desde 1957. Los productos que requieren de esta
molécula para su elaboracion son muy diversos desde plasticos rigidos, botellas
plasticas, resinas epodxicas, dispositivos médicos, dentales, juguetes, materiales de
cocina, recibos de papel térmico, y recubrimientos internos de latas y contenedores
(Hoque et al., 2019). La produccion mundial de BPA incrementd de 5 a 8 millones
de toneladas métricas en el periodo de 2012 a 2016, y se espera que haya
alcanzado los 10.6 millones el ultimo bimestre de 2022 (Research and Markets,
2016). Debido a su gran cantidad de usos esta molécula ha sido encontrada en
suelos (tanto industriales como agricolas) (Sanchez-Brunete et al., 2009), aire
(Kouidhi et al., 2017; Xue et al., 2016), agua, drenaje, sedimentos (Fromme et al.,
2002) y comida (Schecter et al., 2010). Por ello se dice que el BPA es una molécula
ubicua a la cual los humanos estan constantemente expuestos mediante la dieta,
via dérmica, polvo, ingestion e inhalacion (Lehmler et al., 2018). Distintas agencias
de salud han reportado la presencia de BPA en mas del 90% de muestras de orina
en poblaciones de referencia (Estadounidense) (Calafat et al., 2005). Esto es
particularmente relevante, pues se ha asociado al BPA con distintas patologias, por
lo que se considera podria ser perjudicial para la salud humana. Por ello no es de
sorprender que la exposicion a BPA ha sido relacionada con muchas enfermedades

humanas como obesidad (Lehmler et al., 2018; Ranciere et al., 2015),
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enfermedades cardiovasculares (Moon et al., 2021), diabetes mellitus tipo 2 (Hwang
et al., 2018), sindrome de ovario poliquistico (Hu et al., 2018), asma (Abellan et al.,
2022), asi como la progresién de distintos tipos de cancer regulado por hormonas
como mama (Keshavarz-Maleki et al., 2021), testicular (Nava-Castro et al., 2019),
tiroides (P.-P. Chen et al., 2022; Zhang et al., 2022) ovario (Sang et al., 2021; Zahra
et al., 2021), y prostata (Di Donato et al., 2017; Tse et al., 2017), siendo este ultimo
uno de los principales tipos de tumores asociados a la exposicion a EDCs. Por estas
razones, agencias regulatorias internacionales como la Administracién de Alimentos
y Medicamentos (FDA) y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, han
restringido el uso de BPA en productos para bebés, asi como productos de
almacenamiento de alimentos y bebidas de consumo humano(Peterson et al., 2009)
(Baluka & Rumbeiha, 2016). Las regulaciones gubernamentales, asi como la
preocupacion publica sobre el uso del BPA, llevaron a la produccion y utilizacion de
analogos estructurales, como el Bisfenol F (BPF; 4,4'-metilenodifenol) y el bisfenol
S (BPS; 4-hidroxifenil sulfona), que han demostrado una actividad citotéxica y

disruptora endocrina similar (Rosenmai et al., 2014; Ullah et al., 2019).

Por lo tanto, es pertinente caracterizar completamente el papel molecular de la
exposicion a BPA y sus analogos estructurales BPS y BPF en canceres regulados

por hormonas, como el cancer de prostata.
BPA en cancer de préstata

Como se mencioné en parrafos anteriores, el cancer de préstata es una
enfermedad compleja, altamente regulada por hormonas por lo cual la exposicion a
disruptores endocrinos puede tener un papel crucial en la etiologia de las patologias
prostaticas. Revisiones sistematicas de cerca de 29 estudios epidemioldgicos y 27
modelos animales, evaluaron el potencial carcinogénico del BPA. Aunque en
muchos de estos estudios la evidencia es inadecuada para establecer una
correlacion causal entre la exposicion a BPA 'y carcinogénesis humana, por lo que a
la fecha no se puede establecer una relacion causal entre la exposicidn a bisfenoles
y el cancer (Prueitt et al., 2023). Sin embargo, en el cancer de préstata resultados

de un estudio epidemioldgico llevado a cabo en Hong Kong, provee de la primera
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evidencia epidemioldgica relevante sobre la correlacion entre la exposicion a
bisfenol A y carcinogénesis prostatica. El estudio encontré que, en 431 casos,
comparados con 402 controles, pareados por edad, existia una correlacion positiva
entre la exposicion a bisfenoles, medida con el indice acumulativo de exposicion a
BPA CBPAI, y la incidencia de cancer de prostata. Encontrando que los sujetos con
un mayor CBPAI tenian un porcentaje de riesgo mayor y mas significativo (Tse et
al., 2017). Aunque la evidencia epidemiolégica no ha sido significativa, los posibles
mecanismos a través de los cuales los bisfenoles actuan sobre el cancer de préstata

han sido ampliamente estudiados en modelos in silico, in vitro e in vivo.

Al ser un EDC, el BPA puede presentar efectos gendmicos y no gendmicos sobre
las células de cancer de proéstata; esto debido a que dicho compuesto tiene afinidad
por receptores de estrégenos alfa (ERa), codificado en el gen ESR1 y beta (ERB),
codificado en el gen ESR2(Li et al., 2012; Matthews et al., 2001); asi como receptor
de androégenos (AR)(Teng et al., 2013), y receptores acoplados a proteina G
(GPER)(Bouskine et al., 2009). En el caso de los mecanismos asociados a
receptores hormonales, en todos los casos el BPA puede tener mecanismos de
accion no gendmicos rapidos (transduccion de sefiales) y mecanismos genémicos
(traslocacién de receptor y regulacion transcripcional), dichas sefalizaciones
pueden estimular la proliferacion y vias antiapoptéticas. Dentro de las acciones no
gendmicas del BPA los principales mecanismo pueden depender de la activacion de
vias como la de protein cinasas activadas por mitégeno (MAPK), el eje
fosfatidilinositol-3-cinasa/Akt, y protein cinasa C (Migliaccio et al., 2007). Através de
sus efectos gendmicos el BPA altera la transcripcion de genes asociados a
crecimiento celular, muerte celular, y progresion de ciclo celular(Di Donato et al.,
2017). En la figura 12 se ilustran los mecanismos gendmicos y no gendémicos de
accion del bisfenol A sobre el cancer de prostata.
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Figura 12.- Efectos gendmicos y no gendmicos del BPA en el microambiente prostatico.
Como podemos observar en la imagen, el bisfenol A puede actuar a través de distintos
receptores para desencadenar la activacion de cascadas de sefalizacion que incrementan
proliferacién y migracién, ademas de promover la transcripcién de genes. Imagen
modificada de (Di Donato et al., 2017).

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que a través de su actividad estrogénica
el BPA puede afectar la proliferacion de las células de cancer de prostata. Reportes
previos describen que la exposicion a BPA incrementa la susceptibilidad a lesiones
precancerigenas (Ho et al., 2006). Ademas, a través de sus vias estrogénicas el
BPA es capaz de inducir autorenovacion troncal y eventos de transdiferenciacion lo
que induce la susceptibilidad al desarrollo tumoral(Prins et al., 2015). Aunque los
efectos estrogénicos de la exposicion a bisfenol A han sido ampliamente descritos,
también hay evidencia de la afinidad del BPA por el AR, en células de cancer de
prostata sensibles a los androgenos. Evidencia molecular ha demostrado que el
BPA regula la proliferacién de las células del cancer de préstata e induce el arresto

del ciclo celular en lineas celulares de cancer de prostata dependientes de
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androgenos (LNCaP, LAPC4) (Bilancio et al., 2017). EI AR y sus mutaciones en AR
como la mutante de la proteina AR-T877A (presente en células LNCaP), parecen
desempenar un papel clave en la actividad del BPA, porque a concentraciones
relevantes en el entorno (1nM), este agente es capaz de activar la expresion del
antigeno especifico de la préstata PSA, e inducir un crecimiento tumoral acelerado
in vivo, facilitando la recurrencia bioquimica en tumores después de la terapia
(Wetherill et al., 2002, 2005, 2006). Con el proposito de elucidar y ponderar cuales
de los mecanismos de disrupcién del BPA impactan de mayor forma sobre el
transcriptoma de las células de cancer de préstata, Hess-Wilson, et al.,
determinaron el perfil transcriptomico de las células LNCaP expuestas a 1nM de
BPA. Este grupo descubrié que el BPA activaba los mecanismos de proliferacion
celular mediante la regulacion negativa de ERp; alterando la expresién de genes
asociados a regulacion de ciclo celular, proliferacién, diferenciacion, organogénesis
y metabolismo (Hess-Wilson et al., 2007). Ademas de esto, se ha demostrado que
las células de cancer de préstata expuestas a BPA, presentan eventos de dafo a
DNA inducido por especies reactivas de oxigeno(Xin et al., 2014), asi como
alteraciones en la amplificacion del centromero, ocasionando inestabilidad

cromosomica(Tarapore et al., 2014).

Sin embargo, la evidencia actual describe solamente los efectos del bisfenol A
durante las etapas tempranas del CaP, donde las células son altamente sensibles a
la accion de los androgenos, pero a la fecha no se ha descrito lo que sucede cuando
las células del cancer de préstata resistentes a los andrégenos son expuestas al
BPA. La linea celular PC-3 podria ser el modelo ideal para comparar la accion del
BPA en condiciones de resistencia a androgenos. Comparar las lineas celulares
LNCaP y PC-3 es un enfoque comun debido a sus diferencias fenotipicas, ya que
las células LNCaP comparten caracteristicas con el cancer de préstata en etapa
temprana (adenocarcinoma); tales como la expresién de AR, PSA , formacion de
cuerpos glandulares en xenotransplante y su sensibilidad a los andrégenos. Por otro
lado la linea celular PC-3 presenta caracteristicas comunes con el carcinoma
neuroendocrino de células pequenas (SCNC), tales como la falta de expresion de

AR y PSA a nivel de proteina, proliferacion independiente de la presencia de
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androgenos, no forman cuerpos glandulares en xenotransplante y, ademas
expresan marcadores neuroendocrinos como la Enolasa Neuro-Especifica (NSE) y

cromogranina A (Tai et al., 2011) .

Ademas de esto, los modelos actuales presentan otras carencias como la falta de
esclarecimiento de efectos a dosis bajas, definidos por la la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (EPA), y el Programa Nacional de Toxicologia

(NTP) como a aquellos cambios biologicos que:

1) el rango de exposiciones humanas tipicas

2) dosis en rangos mas bajos que las utilizadas en los protocolos estandar (por
debajo de la evaluacion toxicologica tradicional)

3) cualquier dosis por debajo del nivel de efecto adverso observado mas bajo
(LOAEL).

Por ello, es importante evaluar la exposicion bajas concentraciones de EDCs debido
a su relevancia bioldgica. Ademas, otra razon para caracterizar el impacto biolégico
de la baja concentracion de EDCs es que, debido a su amplio espectro de
mecanismos de accidn, estos compuestos presentan efectos no lineales en la
respuesta a la dosis, comunmente conocidos como efectos no monétonos (NME,

por sus siglas en inglés) (Vandenberg et al., 2012).

Con el fin de ahondar en la comprensiéon del impacto molecular de la exposicion a
bisfenoles en el desarrollo del CaP, este trabajo pretende caracterizar el efecto de
estas exposiciones en lineas celulares de cancer de préstata, LNCaP y PC-3, que
representan a diferentes estados de la enfermedad, sensibilidad e independencia

androgénica.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La evidencia para relacionar la exposicion humana a bisfenoles es inconsistente. En
este trabajo se propone analizar el efecto de la exposicion a concentraciones
fisiologicamente relevantes (nM) , de BPA, BPS y BPS, en lineas células de cancer
de préstata LNCaP y PC-3, como modelo de estudio, a fin de elucidar los
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mecanismos moleculares que pudieran ser responsables de la correlacion entre
exposicion y la promocién de caracteristicas del cancer (proliferacion, evasion de

muerte celular, migracién e invasion, etc).
HIPOTESIS

Los bisfenoles (A, F y S) modificaran el transcriptoma de las células de cancer de
préstata, en las etapas de sensibilidad (LNCaP) y de resistencia a andrégenos (PC-
3). Esto promovera la expresion diferencial de genes que activaran vias de
proliferacion, control de ciclo celular, migracion y mecanismos de dafio a DNA,

segun lo demostrado por evidencia previa en otros modelos.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto transcripcional de la exposicidon a bajas concentraciones de

bisfenoles A, F y S sobre la progresion del cancer de préstata, en un modelo in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Esclarecer el papel transcripcional de la exposicidn a concentraciones bajas

de bisfenoles A, F y S sobre lineas celulares LNCaP y PC-3.

2) Validar el efecto de los cambios transcripcionales mediante ensayos in silico

e in vitro.

39



METODOS

Las lineas celulares de cancer de prostata LNCaP y PC-3 fueron expuestas a
concentraciones fisiolégicamente relevantes relevantes de BPA, BPS y BPF (1, 5y
10 nM) (Edginton & Ritter, 2009) con el fin de esclarecer el efecto de dicha
exposicion sobre la citotoxicidad, la proliferacién, el transcriptoma, el dafio al DNAy

el ciclo celular.
Reactivos

El Bisfenol A (4,4'-Isopropilidenedifenol; Cas. 239658-50G; Lote # MKBX9458V), el
Bisfenol S (4,4'-Sulfonildifenol; Cas. 103039-100G; Lote # MKCF0795) y el Bisfenol
F (4,4'-Metilendifenol; Cas. B47006-1G; Lote # 00125KJ) fueron adquiridos de la
compania Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, 2022a, 2022c, 2022b). Para tratar las

células, los bisfenoles se diluyeron en etanol absoluto, como vehiculo.
Cultivo Celular

Las lineas celulares de cancer de prostata LNCaP (CRL-1740) y PC-3 (CRL-1435)
fueron adquiridas de la Coleccion de Tipos de Cultivo Americana (ATCC, Inc.)
(American Type Culture Collection, 2022; Collection, 2022). Todas las células fueron
cultivadas con medio RPMI 1640 (pH= 7.4) (Merck KGaA, 2022) con un 10% de

suero fetal bovino (FBS) en condiciones estandar (5% de COz2, 37°C).
Ensayo de viabilidad celular

Aproximadamente 1x10* y 5x103 células LNCaP y PC-3 fueron sembradas en
placas de 96 pocillos. Veinticuatro horas después de la siembra (confluencia
aproximada del 50%), las células fueron desprovistas de hormonas utilizando medio
RPMI-1640 sin rojo fenol y FBS filtrado por carb6n, ademas de que se (1%). La baja
concentracion de FBS es crucial para realizar este ensayo ya que este método
conocido como deprivacion de suero promueve la sincronizacion del ciclo celular.
Luego de 48 horas después de la privacion hormonal y la sincronizacion, las células
fueron tratadas con bisfenoles a una concentracién final de 1nM, 5nM y 10nM (la

concentracion final del vehiculo fue 1% v/v).
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Cuarenta y ocho horas después del tratamiento, se retir6é el medio de cultivo celular
y se lavaron las células con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 1X. Luego,
se anadié un nuevo medio de cultivo preparado con el reactivo MTT (bromuro de 3-
(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) (Abcam, 2020). Se afiadio el equivalente
a 15 L de reactivo MTT por pocillo, diluido en 35 pL de medio de cultivo fresco, en
cada pocillo. Después de esto, las células se incubaron durante dos horas en
condiciones estandar (5% de CO2, 37°C) hasta que se observaron cristales de
formazan (color purpura). Luego, se anadieron 100 uL de solvente reactivo MTT a
cada pocillo de la placa. Las células se incubaron a temperatura ambiente hasta
que se lisaron y los cristales purpuras se disolvieron. La absorbancia se midié a 570
nm utilizando un lector de microplacas. La viabilidad celular se comparando células
sin ningun tratamiento. Todos los resultados fueron normalizados respecto al control

del vehiculo (células sin etanol afiadido).
Extraccion de RNA y evaluacion de la calidad

La purificacion del RNA se realiz6 utilizando el reactivo TRI (Sigma-Aldrich, 2022d),
atendiendo el protocolo del fabricante para células cultivadas en monocapa. Una
vez extraido, la concentracion y la pureza del RNA se midieron utilizando un
espectrofotometro NanoDrop (Scientific™, n.d.), determinando la absorbancia de la
muestra a una longitud de onda de 260 nm, y para la evaluacion de la pureza se
midio la relacién de absorbancia a 260/A280 nm y 260/A230 nm. Consideramos que
una muestra era relativamente pura cuando la relacién 260/A280 nm era
aproximadamente 2.0 y la relacién 260/230 estaba entre 2.0 y 2.2. Luego, la calidad
del RNA se determin6 mediante electroforesis automatizada utilizando el
Instrumento Agilent, Inc. 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, n.d.),siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las muestras con un numero de integridad del RNA

(RIN) 29.0 se consideraron adecuadas para las pruebas siguientes.
Ensayo de microarreglos

Para determinar el efecto de la exposicion de los bisfenoles A, F y S en el
transcriptoma de las lineas celulares de cancer de prostata, utilizamos el Ensayo de
microarreglos Clariom™ D humano, que contiene sondas para reconocer >542 500
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transcritos humanos, lo que proporciona una amplia vista del perfil de expresién del
transcriptoma humano (Thermo Fisher Scientific Inc, 2016). Seguimos el protocolo
del fabricante para el preprocesamiento de las muestras, el etiquetado, la

hibridacién y revelado de los microarreglos (Thermo Fisher Scientific Inc, 2020).
Analisis de Datos
Analisis de Expresién Diferencial

Los datos se analizaron utilizando la Consola de Analisis del Transcriptoma (TAC
4.0.2) de Thermo-Fisher Scientific. Los datos brutos se procesaron para la
normalizacion y el analisis a nivel de genes utilizando el método de media robusta
de para varios arreglos (RMA) incluido en el software TAC. Cada condicion
experimental tenia tres réplicas independientes de microarreglos. La expresion
diferencial (DE) fue calculada utilizando las medias de las sefales de expresion
génica para obtener las veces de cambio (FC) de los valores de expresion. El
analisis estadistico se realizé utilizando el método ebayes limma incluido en el
software TAC. Se consideraron significativos los valores de FC = 2, < -2 y con un
valor de p-valor a nivel de gen < 0.05. Los graficos de volcan y los clustergramas

(mapas de calor) se obtuvieron a partir del software TAC (Affymetrix, 2019).
Analisis de Enriquecimiento (Sobre-representacion) de Vias

Los genes diferencialmente expresados (DEGs) de cada exposicion se filtraron en
dos conjuntos de datos nuevos, uno que contenia los DEGs sobreexpresados y otro
que contenia los DEGs subexpresados. Cada nuevo conjunto de datos se utilizé
como entrada para el paquete EnrichR en R (Kuleshov et al., 2016) para realizar el
analisis de sobre-representacion de vias. Se consideré la biblioteca
GO _biological _Process 2018 para realizar el analisis de sobre-representacion. Las
vias se consideraron estadisticamente enriquecidas si tenian un valorde p <0.05 y
se ordenaron considerando su razon de probabilidad (Odd ratio). La visualizacién

de dotplot se construyo utilizando el paquete R ggplot2(Wickham, 2016).
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Analisis de redes

Para comprender mejor como interactuan los genes diferencialmente expresados
entre si, construimos una red de interaccién proteina-proteina considerando solo los
RNAm codificantes, utilizando Cytoscape (Shannon et al., 2003) y el complemento
STRING(Szklarczyk et al., 2015). Una vez construida cada red, cargamos los datos
de expresidén para cada nodo y creamos una visualizacion donde cada nodo rojo
estaba sobreexpresado y cada nodo azul estaba subexpresado. Después de esto,
realizamos un analisis de centralidad, el grado de los datos se represent6 mediante
el tamafno de cada nodo, siendo los nodos con un grado mas alto los mas grandes.
Luego, utilizamos el algoritmo MCODE(Bader & Hogue, 2003) para identificar
regiones densas de interacciones proteina-proteina, lo que permite construir grupos
de interacciones con estas regiones, muchas de las cuales corresponden a

complejos proteicos o proteinas involucradas en la misma via.
Ensayo de Micronucleos y Bloqueo de Citocinesis (CBMN)

El ensayo de CBMN es un método validado en todo el mundo, utilizado para analizar
efectos genotoxicos. El ensayo se llevd a cabo de acuerdo con las condiciones
descritas por (Fenech et al., 2003) pero adaptado para células cultivadas en
monocapa. Se sembraron 0.5x106 células en un portaobjetos en platos de 60 mm.
Las células se expusieron a bisfenoles A, F y S (1nM, 5nM y 10nM), a etanol como
control negativo y a Mitomicina C (5 uM) como control positivo durante 48 horas.
Después del tiempo de tratamiento, se afiadio citocalasina B (concentracién final de
3 mg/ml) durante 24 horas. Las células en los portaobjetos se fijaron en
metanol/acido acético (3:1). Los portaobjetos se tifieron con colorante Wright y se
montaron en portaobjetos para su evaluacion microscépica. La cinética de
proliferacion celular se analizd determinando la frecuencia de células
mononucleadas (Mono), binucleadas (Bi) y polinucleadas (Poly). La actividad
citostatica se determiné calculando el indice de proliferacion nuclear (NPI) con la
férmula NDI = [M + 2(BN) + 3(P)J/N, siendo N el numero total de células contadas.

La frecuencia de MN se determiné en 500 células binucleadas por grupo de
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tratamiento, y esta medida esta asociada con el daio al DNA. Este ensayo se llevo

a cabo con tres réplicas biolégicas, por triplicado cada una (n=9).
Ensayo del Cometa alcalino

Para realizar el ensayo del cometa alcalino, seguimos las indicaciones descritas por
(Lu et al., 2017), adaptadas a las lineas celulares LNCaP y PC-3 cultivadas en
monocapa. Las células se expusieron a bisfenol A, Sy F (1, 5y 10 nM), tanto el
control positivo (Mitomicina C 5 uM) durante 48 horas. Después de la exposicion, el
cultivo fue desprendido de la monocapa y se resuspendié en 1 mL de RPMI 1640.
Luego, se incubaron durante una hora con 10 yL de N-hidroxiurea 10 nM. Después
de la incubacion, se agregaron 150 pL de agarosa de punto de fusion bajo (LMP) a
cada muestra. Se afiadieron 75 uL de la solucién a laminas de vidrio previamente
preparadas con agarosa de punto de fusion bajo. Las laminas de vidrio se cubrieron
con un cubreobjetos y se incubaron a 4°C durante 5 minutos. Después de la
incubacion, se afadieron los otros 75 pL a las laminas de vidrio y se incubaron
durante otros 5 minutos. Las laminas de vidrio se sumergieron en 50 mL de solucion
de lisis (2.5M NaCl, 100 mM Naz2EDTA, 100 mM Tris, pH > 10) con 5 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) y 0.5 mL de solucién de Triton X-100. Las laminas de vidrio
se incubaron en esta solucion durante una hora. Tras esto, las células fueron
incubadas 20 minutos en una solucién bufer alcalina (10 M NaOH, 200 mM EDTA-
Naz, pH > 13), la cual ayudara con la deteccion del dafio a DNA incluyendo rupturas
de cadena sencilla (SSB), sitios labiles a alcalis (ALS), y entre cruzamientos DNA-
DNA/ DNA-proteina. Tras el desdoblamiento alcalino las laminillas fueron sometidas
a una electroforesis durante 40 minutos a 25 V. Después de la electroforesis, las
laminas de vidrio se lavaron con 2 mL de Tris pH 7.4 y se fijaron con etanol. Las
laminas se secaron en condiciones ambientales. Para leer las muestras, las
laminillas se tifieron con 10 yL de bromuro de etidio (20 pg/ml). Finalmente
determinamos la presencia del cometa y su momento (relacion entre longitud e
intensidad) con el sistema de analisis de imagenes del ensayo del Cometa IV de
(Perceptive instruments, 2016). Para este ensayo se utilizaron tres réplicas
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bioldgicas por triplicado (n =9). En cada lectura se evaluaron un total de 60 células

por muestra, dando un total de 540 eventos capturados para cada grupo.

Analisis del Ciclo Celular por citometria de flujo

El analisis del ciclo celular se realiz6 mediante el método de yoduro de propidio
acoplado a la citometria de flujo. Las células se expusieron a bisfenol A, Sy F (1, 5
y 10 nM) y al vehiculo (Etanol) durante 24 y 48 horas. Ademas, se utilizaron linfocitos
humanos como estandar de la prueba (Fase GO del ciclo celular). Las células se
digirieron con 1 mL de tripsina y se centrifugaron a 1200 rpm durante 8 minutos a
4°C. El pellet celular se resuspendié en 40 yL de PBS frio y luego se agregaron 460
ML de etanol frio. La suspension se almacend a -20°C durante al menos 24 horas.
Después del tiempo de almacenamiento, las células se centrifugaron a 2000 rpm
durante 6 minutos a 4°C. Los pellets celulares se resuspendieron en una solucion
de tincion (yoduro de propidio 2 mg/mL) e incubaron en condiciones oscuras durante
30 minutos. Cada muestra se cargd en el citometro y los resultados se analizaron
con el software Verity's ModFit LT version 3.3 (Verity Software House, 2013). Se
realizaron 3 réplicas biolégicas por triplicado para cada exposicion (n=9), en cada

una de las cuales se determinaron 10,000 eventos.
RESULTADOS
Efecto de la exposicion a los bisfenoles sobre la viabilidad celular

Lineas celulares de cancer de préstata sensibles y resistentes a los andrégenos
(LNCaP y PC-3) fueron expuestas a concentraciones bajas de BPA, BPS y BPF (1,
5y 10 nM) y al vehiculo (Etanol) durante 48 horas (3 réplicas biolégicas por triplicado
cada una). Posteriormente, se determind la viabilidad celular utilizando el ensayo

del metiltetrazolio MTT para viabilidad celular.

Las lineas celulares LNCaP no mostraron cambios de viabilidad estadisticamente
significativos a ninguna concentracién (Fig. 13A), pero la linea celular PC-3 present6
una disminucion en su viabilidad celular a una concentracién de 10 nM después de

la exposicion a cada bisfenol (Fig. 13B). Se observaron diferencias sustanciales en
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el patrén de respuesta a la dosis de ambas lineas celulares después de la
exposicion a los bisfenoles, donde las lineas celulares PC-3 presentan una
tendencia hacia una respuesta a la dosis no monoténica. Un patron similar de
respuesta a la dosis no monotodnica fue reportado en células epiteliales prostaticas

de ratas expuestas a concentraciones de nM de BPA(Huang et al., 2017).

Para determinar la proliferacion celular, las lineas celulares de cancer de préstata
fueron expuestas a los bisfenoles A, S y F en las mismas concentraciones que se
describieron anteriormente; durante 24, 48, 72 y 96 horas. Después de la
exposicion, las células fueron tefidas con cristal violeta y el tinte fue cuantificado
por espectrofotometria. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la proliferacion celular en las células LNCaP (Fig. 13C), pero
encontramos diferencias en las lineas celulares PC-3 a las 24 horas (BPA5 nMy
BPF 10 nM) (Fig. 13D). Ademas, hay una tendencia creciente en la linea celular PC-
3 a las 72 horas, sin embargo, no es significativa. Esta evidencia sugiere que el
efecto de los bisfenoles sobre la proliferacion celular en las células de cancer de
préostata puede ser diferente segun la etapa de la enfermedad y la sensibilidad a los

andrégenos.

Los ensayos de viabilidad y el curso temporal de viabilidad (medida indirecta de
proliferacion) celular nos ayudaron a determinar la concentracion de trabajo y el
tiempo de exposicidon para realizar el analisis del transcriptoma. Dado que el ensayo
de viabilidad celular indica posible citotoxicidad a una concentracién de 10 nM para
la linea celular PC-3, se eligié la concentracion de 5nM para determinar el efecto
transcripcional, ya que esta concentracion fue la maxima concentracién sin efectos

adversos observados (NOAEL) determinada para nuestro modelo.
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Figura 13.- Viabilidad celular en lineas de cancer de prostata: (a) Viabilidad celular en la
linea celular sensible a los androgenos LNCaP; (b) Viabilidad celular en la linea celular
independiente de los andrégenos PC-3. En ambos casos, las células fueron expuestas
durante 48 horas a cada bisfenol (A, S y F) a concentraciones de 1, 5 y 10 nM. Los
resultados se expresan como % de cambio respecto al control negativo (células sin
vehiculo) (c) Curso temporal de viabilidad en la linea sensible a los andréogenos LNCaP; (d)
Curso temporal de viabilidad celular en la lineaindependiente de los andrégenos PC-3. En
ambos casos, las células fueron expuestas durante 24, 48, 72 y 96 horas a cada bisfenol
(A, Sy F) a concentraciones de 1, 5 y 10 nM. La viabilidad celular se midi6 mediante el
método MTT y se midié la absorbancia a A = 570 nm. Los valores se normalizaron con las
medidas de absorbancia de las células no tratadas. Cada grupo se comparé con las células

expuestas al vehiculo (EtOH) utilizando una prueba ANOVA unidireccional ordinaria,
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considerando una significancia estadistica a p <0.05; luego se realizé una prueba de
comparacion multiple de Dunnett para determinar las diferencias de cada grupo en
comparacion con el grupo de control, considerando un a = 0.05 y un p <0.05. La
determinacion temporal de viabilidad celular se midié utilizando violeta de cristal. Después
de cada tiempo de exposicion, las células se tifieron con violeta de cristal y se eluyo el tinte
en acido acético. Se midi6 la absorbancia a A = 595. Los valores se normalizaron con las
medidas de absorbancia de las células no tratadas. Cada grupo se comparé con las células
expuestas solo al vehiculo (EtOH) utilizando una prueba ANOVA bidireccional ordinaria,
considerando una significancia estadistica a p <0.05; luego se realizé una prueba de
comparacion multiple de Dunnett para determinar las diferencias de cada grupo en

comparacion con el grupo de control, considerando un a = 0.05 y un p <0.05.
Efecto transcripcional de los Bisfenoles en las células de CaP

Se utilizd RNA total de células de cancer de préstata sensibles a los andrégenos,
LNCaP y resistentes a los androgenos ,PC-3. Cada linea celular fue expuesta a
una concentracion 5 nM de bisfenoles (BPA, BPS y BPF) durante 48 horas, para
caracterizar los perfiles transcripcionales mediante la técnica de microarreglos.
Después de evaluar la calidad y normalizar los datos de microarreglos, se realizé
un analisis de expresion diferencial utilizando estadisticas de bayes empirico para

la expresion diferencial (ebayes).

La exposicidon a BPA en las células LNCaP resulté en un total de 2750 genes
diferencialmente expresados (DEGs), de los cuales 1533 estaban sobreexpresados
y 1217 estaban subexpresados (Figura 14A). De manera similar, la exposicién a
BPS indujo la expresion diferencial de 2416 genes, de los cuales 1922 estaban
sobreexpresados y 494 estaban subexpresados (Figura 14B); y la exposicién a BPF
presento 3931 DEGs, de los cuales 2847 estaban sobreexpresados y 1084 estaban
subexpresados (Figura 14C). El perfil de expresion para cada exposicion se
representd en un diagrama de agrupamiento, revelando que cada compuesto indujo

un efecto transcripcional unico en la linea celular LNCaP (Figura 14D).

La linea celular de cancer de prostata resistente a los andrégenos, PC-3, fue menos
sensible a la exposicion a los bisfenoles, ya que se observaron menos DEGs. La

exposicion a BPA resulté en 738 DEGs, de los cuales 318 estaban sobreexpresados

48



y 420 estaban subexpresados (Figura 14E). La exposicion a BPS indujo la expresion
diferencial de 456 DEGs, de los cuales 208 estaban sobreexpresados y 248 estaban
subexpresados (Figura 14F). Finalmente, en la exposicion a BPF hubo 359 DEGs,
de los cuales 106 estaban sobreexpresados y 253 estaban subexpresados (Figura
14G). Los diagramas de agrupamiento que ilustran los perfiles de expresion de cada
exposicion a los bisfenoles revelaron un perfil transcripcional Unico para cada
exposicion (Figura 14H). Se construyd un grafico de "upset" para comparar los
efectos transcripcionales de las diferentes exposiciones a los bisfenoles en las
lineas celulares de cancer de préstata. La exposicion de las células LNCaP a BPS
y BPF compartié 1004 genes DE, mientras que la exposicion a los tres bisfenoles
compartio solo 161 genes DE. Para las lineas celulares PC-3, las exposiciones a
BPA y BPS compartieron 60 genes DE, y las exposiciones a BPF y BPS
compartieron 52 genes DE. Solo se compartieron 27 genes DE en las tres
exposiciones para la linea celular PC-3. En conclusién, cada exposicion a los
bisfenoles tiene un efecto diferencial en el transcriptoma de las lineas celulares de
cancer de prostata (LNCaP y PC-3), y es necesario explorar las posibles
implicaciones de estos efectos, por lo que realizamos la caracterizacion funcional

del efecto transcripcional de estas exposiciones a los bisfenoles (Figura 14l).
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Figura 14. Andlisis de expresion diferencial de las lineas celulares de cancer de prostata

(LNCaP y PC-3) expuestas a los bisfenoles A, Sy F. Los graficos de volcan presentan los
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genes diferencialmente expresados tras la exposicion a los bisfenoles, los puntos azules
representan genes subexpresados y los puntos rojos representan genes sobreexpresados.
Los mapas de calor reproducen los perfiles de expresion de genes diferencialmente

expresados al comparar el control (vehiculo) con cada exposicion a los bisfenoles.

Graficos de volcan para células LNCaP expuestas a: A) BPA 5 nM B) BPS 5 nM C) BPF 5
nM D) Perfiles de expresion para células LNCaP expuestas a los bisfenoles A, S y F.
Graficos de volcan para células PC-3 expuestas a: E) BPA5 nM F) BPS 5 nM G) BPF 5 nM
H) Perfiles de expresién para células PC-3 expuestas a los bisfenoles A, S y F. Grafico de
"upset" que muestra los genes DE compartidos entre todas las exposiciones a los
bisfenoles. Los puntos indican los niveles de interacciones y las barras indican el nimero
de genes DE (I).

Analisis de sobrerepresentacion de vias

Con el fin de comprender mejor el posible papel de estos cambios transcripcionales
en las lineas celulares de cancer de prostata, se realizé un analisis de sobre-
representacion de vias utilizando el paquete EnrichR(Kuleshov et al., 2016). El
analisis de sobre-representacion determind si los genes de conjuntos predefinidos,
como los términos de la Gene Ontology (GO), se encontraban estadisticamente mas
presentes de lo esperado en nuestros datos. Para realizar este analisis, los genes
DE de codificacion de proteinas para cada exposicion a los bisfenoles se dividieron
en dos conjuntos de genes, uno que contenia los genes DE sobreexpresados
(FC>2) y otro que contenia los genes DE subexpresados (FC<-2). Una vez que los
conjuntos de datos se dividieron, se realiz6 el analisis de sobre-representacion de
vias considerando que los términos de la GO estaban sobre-representados si tenian

un valor de p < 0.05 y se ordenaron segun su puntuacién combinada.
Vias sobreexpresadas

En las células LNCaP expuestas a BPA, la unica via estadisticamente
sobreexpresada fue la sefializacion del receptor de activina (Figura 15A), que
previamente se asocio con la regulacion de la adhesion y la viabilidad de las células
prostaticas(Simon et al., 2009). EI BPS alterd trece vias relacionadas con el

metabolismo de biomoléculas, el procesamiento de proteinas, la diferenciacion vy el
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control de la mitosis (Figura 15B y 15G). La exposicion a BPF altero sesenta y seis
vias de metabolismo de biomoléculas, transporte de vesiculas, control del ciclo
celular, funcion de vacuolas y respuesta celular a estimulos (Figura 15C y 15G).
Solo hubo seis términos de la GO compartidos entre la exposicion a BPF y BPS
(principalmente relacionados con el metabolismo celular, la funcidén de vacuolas y el
procesamiento de RNA), lo que indica que el efecto de estos compuestos sobre los
genes DE sobreexpresados fue mas similar en comparacién con las otras
exposiciones (Figura 15G). En las lineas celulares PC-3, las principales vias sobre-
representadas fueron la adhesidon célula-célula epitelial en la exposicion a BPA
(Figura 15D), la circulacién sanguinea en el caso de la exposicion a BPF y diecisiete
términos de la GO enriquecidos (Figura 15F) para la exposicion a BPS, relacionados
con el metabolismo de biomoléculas (como nucledtidos), quimiotaxis de células

inmunitarias y procesamiento de proteinas (Figura 15E y 15G).
Vias subexpresadas

Para todas las exposiciones a los bisfenoles, hubo mas vias enriquecidas cuando
utilizamos los genes DE subexpresados como entrada para el analisis de EnrichR.
En las células LNCaP expuestas a BPA, las vias enriquecidas estadisticamente
fueron aquellas relacionadas con la elongacién, el metabolismo y la reparacion del
DNA, asi como la respuesta al dafio del DNA, el control del ciclo celular, la transicién
de fase del ciclo celular mitético y la funcién mitocondrial (Figura 16A). Para la
exposicion a BPS en las células LNCaP, las principales vias sobre-representadas
fueron aquellas relacionadas con la importacion y el metabolismo de esteroles y

colesterol, y también se altero la biosintesis de diferentes biomoléculas.

La exposicion a BPF alteré vias relacionadas con la reparacion del DNA, la
replicacion, el metabolismo, el control del ciclo celular y la organizacion de la
cromatina en las células LNCaP (Figura 16C). En las lineas celulares PC-3, el
bisfenol A alter6 vias relacionadas con la division celular, la proliferacion, el control
del ciclo celular, la respuesta al dafio del DNAy la regulacion de la apoptosis (Figura
16D). La exposicion al bisfenol S afectd vias relacionadas con la senalizacion

apoptdtica en las mitocondrias, el transporte de iones fosfato, la insercién de
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proteinas en las mitocondrias y el factor de crecimiento endotelial vascular (Figura
16E). En el caso de la exposicion a BPF, se observé una regulacion negativa de
genes relacionados con el control del ciclo celular, la transicion de fase mitética, el
transporte mitocondrial y la respuesta al dafio del DNA (Figura 16F). A partir del
grafico Upset, se determin6 que habia algunas vias enriquecidas comunes entre las
diferentes exposiciones a los bisfenoles (Figura 16G). Hubo una via enriquecida
compartida entre las exposiciones de LNCaP a BPA, BPF y la exposicion de PC-3
a BPS y BPF, que era el término GO:0006839 asociado al transporte mitocondrial.
Otro término GO compartido entre cuatro exposiciones fue GO:0030330 (respuesta
al dano del DNA, transduccién de sefales por mediadores de la clase p53), que se
compartia entre la exposicion de PC-3 a BPA y BPF, y también entre las
exposiciones de LNCaP a BPA y BPF. Hubo veintitrés términos GO compartidos
entre tres exposiciones a los bisfenoles (Figura 16G), la mayoria de ellos
relacionados con el control del ciclo celular, la respuesta al dafio del DNA vy el
metabolismo de biomoléculas, como por ejemplo GO:0010564 (regulacién del
proceso del ciclo celular), GO:0000086 (transicion G2/M del ciclo celular mitético),
GO0:0006977 (respuesta al dafio del DNA, transduccién de sefiales por mediadores
de la clase p53 que resulta en la detencion del ciclo celular), GO:0007077
(desmontaje de la membrana nuclear mitética), GO:0007346 (regulacion del ciclo
celular mitético). Dado que la mayoria de los términos GO enriquecidos compartidos
entre tres 0 mas exposiciones a los bisfenoles estaban relacionados con el dafio del
DNA, el control del ciclo celular y el metabolismo de biomoléculas, se realizaron mas
ensayos para dilucidar si la interrupcion del transcriptoma era capaz de inducir un

efecto fenotipico.

La exposicion a BPF alter6 vias relacionadas con la reparacion del DNA, la
replicacion, el metabolismo, el control del ciclo celular y la organizacién de la
cromatina en las células LNCaP (Figura 16C). En las lineas celulares PC-3, el
bisfenol A alter6 vias relacionadas con la division celular, la proliferacién, el control
del ciclo celular, la respuesta al dafio del DNAy la regulacion de la apoptosis (Figura
16D). La exposicion al bisfenol S afectd vias relacionadas con la sefalizacion

apoptdtica en las mitocondrias, el transporte de iones fosfato, la insercién de
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proteinas en las mitocondrias y el factor de crecimiento endotelial vascular (Figura
16E). En el caso de la exposicion a BPF, se observé una regulacion negativa de
genes relacionados con el control del ciclo celular, la transicion de fase mitética, el
transporte mitocondrial y la respuesta al dafio del DNA (Figura 16F). A partir del
grafico Upset, se determin6 que habia algunas vias enriquecidas comunes entre las
diferentes exposiciones a los bisfenoles (Figura 16G). Hubo una via enriquecida
compartida entre las exposiciones de LNCaP a BPA, BPF y la exposicién de PC-3
a BPS y BPF, que era el término GO:0006839 asociado al transporte mitocondrial.
Otro término GO compartido entre cuatro exposiciones fue GO:0030330 (respuesta
al dano del DNA, transduccion de sefales por mediadores de la clase p53), que se
compartia entre la exposicion de PC-3 a BPA y BPF, y también entre las
exposiciones de LNCaP a BPA y BPF. Hubo veintitrés términos GO compartidos
entre tres exposiciones a los bisfenoles (Figura 16G), la mayoria de ellos
relacionados con el control del ciclo celular, la respuesta al dafo del DNA vy el
metabolismo de biomoléculas, como por ejemplo GO:0010564 (regulacién del
proceso del ciclo celular), GO:0000086 (transicion G2/M del ciclo celular mitético),
GO0:0006977 (respuesta al dafio del DNA, transduccién de sefiales por mediadores
de la clase p53 que resulta en la detencion del ciclo celular), GO:0007077
(desmontaje de la membrana nuclear mitética), GO:0007346 (regulacion del ciclo
celular mitético), por mencionar algunos ejemplos (Suplemento 1). Dado que la
mayoria de los términos GO enriquecidos compartidos entre tres o mas
exposiciones a los bisfenoles estaban relacionados con el dafio del DNA, el control
del ciclo celular y el metabolismo de biomoléculas, se realizaron mas ensayos para
dilucidar si la interrupcion del transcriptoma era capaz de inducir un efecto

fenotipico.
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Figura 15. Andlisis de sobre-representacion de vias a partir de genes DE sobreexpresados.
Los graficos de puntos representan las vias enriquecidas, el tamafio de cada punto indica
la razoén de probabilidad y el color representa el valor de p para cada via. Los graficos de
puntos para las células LNCaP expuestas a BPA (A), BPS (B) y BPF (C), representan las
veinte vias enriquecidas principales para cada exposicién. Para las lineas celulares PC-3,
las principales vias sobre-representadas se representaron mediante los graficos de puntos
(D) para la exposicion a BPA, (E) para la exposicion a BPS y (F) para la exposicion a BPF.
El grafico Upset con las principales vias sobre-representadas para cada exposicién a los

bisfenoles se representan en la figura (G).
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Figura 16. Analisis de sobre-representacién de vias a partir de genes DE regulados
negativamente. Los graficos de puntos para las células LNCaP expuestas a BPA (A), BPS
(B) y BPF (C) representan las veinte vias enriquecidas principales para cada exposicion.
Para las lineas celulares PC-3, las principales vias sobre-representadas se representaron
mediante los graficos de puntos (A) para la exposicion a BPA, (E) para la exposicion a BPS
y (F) para la exposicion a BPF. El grafico Upset con las principales vias sobre-representadas

para cada exposicion a los bisfenoles se representa en la figura (G).
Analisis de redes

Linea celular LNCaP
Exposicién a BPA

En este caso, con los transcritos codificantes para proteina, pudimos construir una
red con 872 nodos y 7054 interacciones entre nodos (Figura 17A). Un detalle
interesante de esta red es que la mayoria de los transcritos de codificacion de

proteinas estan regulados a la baja. Los principales términos de GO sobre-
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representados estan relacionados con el control del ciclo celular y la replicacion, el

metabolismo, la organizacion y la reparacion del DNA.

Para determinar cuales eran los nodos mas centrales e interconectados, utilizamos
el algoritmo MCODE y se extrajo el cluster principal para construir otra red. Para la
exposicion al BPA en células LNCaP, el cluster principal tenia 59 nodos y 1473
aristas, y los cinco nodos mas centrales fueron EXO1, ASPM, MCM2, CHEK1 y
KIF11. EXO1 codifica la proteina exoendonucleasa 1 humana, que es importante
para la progresion del punto de control y contribuye en varias vias de reparacion del
DNA (Keijzers et al., 2018); el gen ASPM fue inicialmente reportado como una
proteina del centrosoma que regula la neurogénesis, pero evidencia reciente ha
asociado este gen con la capacidad de autorrenovacion y la progresiéon del cancer
de préstata (Pai et al., 2019); MCM2 es una subunidad central de la helicasa
eucariota que participa en la replicacion del DNA y tiene un papel bien descrito en
la progresion de diferentes tipos de cancer (Y. Sun et al., 2022).CHEK1 media la
detencion del ciclo celular en respuesta al dafio del DNA y ha sido asociado con
tumores sélidos (Fadaka et al., 2020); y KIF11 es una proteina motora esencial en
la mitosis cuyos niveles de expresion se han asociado con la supervivencia libre de
metastasis 6seas del cancer de prdostata, el puntaje de Gleason y un estadio T mas
alto (H. Wang et al., 2022) (Figura 17B).

Exposicion a BPS

Para la exposicién a BPS, construimos una red de interaccion proteina-proteina con
252 nodos y 165 aristas (Figura 17C). La falta de interacciones hizo imposible que
el algoritmo STRING identificara procesos bioldgicos enriquecidos de GO en la red.
El analisis de centralidad con el algoritmo MCODE revel6 un cluster con 5 nodos y
9 interacciones (Figura 17D). Del cluster obtuvimos dos genes de la familia de las
calicreinas (KLK3 y KLK2), cuyos productos se han relacionado con el cancer de
prostata. En el caso de KLK2, su expresion reducida se ha asociado con un mal
prondstico en ciertos tipos de cancer de prostata (Bonk et al., 2020), y el producto

proteico KLK3 (Antigeno Especifico de Proéstata, PSA) es uno de los principales
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biomarcadores en el diagndstico y prondstico del cancer de préstata(Fuhrman-Luck
et al., 2014).

Exposicion a BPF

Para los transcritos de codificacion de proteinas en la exposicion a BPF en células
LNCaP, la red de interaccion de proteinas resultante tuvo 1000 nodos y 6687 aristas
(Figura 17E). Esta red contiene mas transcritos diferencialmente expresados
regulados al alza en comparacion con la exposicion a BPA. Sin embargo, los genes
mas centrales estan todos regulados a la baja. Los principales términos de GO
sobrerepresentados estan relacionados nuevamente con el control del ciclo celular

y la organizacion, empaquetamiento y conformacién del DNA.

Se obtuvo el cluster mas central, que tenia 61 transcritos diferencialmente
expresados con 1450 interacciones (Figura 17F), y los cinco transcritos mas
centrales fueron INCENP, E2F8, CHEK2, POLQ y FAM64A. El gen INCENP codifica
la proteina del centromero interno, las variantes en este gen se han relacionado con
cancer de mama, ovario y prostata, ademas de que se ha demostrado que su
inhibicion bloquea el crecimiento tumoral de neuroblastoma in vivo (M. Sun et al.,
2019). Los factores de transcripcion E2F son reguladores importantes del ciclo
celular y se ha demostrado que E2F8 es un represor transcripcional durante las
fases Sy G2 (H.-Z. Chen et al., 2009; Johnson & Degregori, 2006).CHEK2 codifica
una quinasa de punto de control G2 con funciones criticas en la reparacion del DNA
(van Jaarsveld et al., 2020), y POLQ es el gen que codifica la polimerasa del DNA
theta (pol 8) en muchos eucariotas (Wood & Doublié, 2016). Se ha reportado que
FAMG64A tiene actividad dependiente del receptor de andréogenos lo que promueve

el desarrollo del cancer de prostata (Zhou et al., 2021).

En conclusion, la exposicion de células LNCaP a los tres bisfenoles desregulé las
vias relacionadas con el control del ciclo celular y los mecanismos de reparacion de
dafo al DNA.
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Linea celular PC-3

Para las células PC-3 expuestas a los bisfenoles, obtuvimos una cantidad menor de
transcritos diferencialmente expresados en comparacion con la linea celular LNCaP.
Esto tuvo un impacto en la conformacién del analisis de redes, ya que la mayoria
de los transcritos diferencialmente expresados en las células PC-3 eran RNA no
codificantes. Aunque se construyeron redes con los mismos parametros, en el caso
de las redes de PC-3, se agregaron de 10 a 15 PPI (interacciones proteina-proteina)
a cada red para mejorar el analisis y la visualizacion de la red. Los parametros y el
estilo de visualizaciéon se mantienen igual que en las redes de LNCaP descritas

anteriormente.
Exposicion a BPA

Para la exposicion a BPA, el algoritmo STRING detect6 40 nodos con 36
interacciones (Figura 18A) y el analisis de MCODE revelo los genes mas centrales
para la red, obteniendo un cluster con 7 nodos y 20 interacciones (Figura 18B). De
este cluster, los Unicos genes que eran transcritos diferencialmente expresados son
CDC25 y KIF15. La proteina CDC25 participa en la regulacién de la progresiéon
G2/M y en la reparacion del dafo del DNA (Liu et al. 2020). Se ha informado que el
miembro 15 de la familia de las cinasas promueve la progresion del cancer de
prostata resistente a la castracion (Gao et al., 2021), sin embargo, se necesita mas
investigacion para determinar las implicaciones de la regulacion a la baja del

transrito KIF15 en el cancer de proéstata.
Exposicion a BPS

La red para la exposicién a BPS consta de 47 nodos con 50 interacciones (Figura
18C) y el cluster principal contiene 9 nodos con 35 aristas (Figura 18D). En este
caso, los transcritos de consulta para el cluster principal son MYO1C y ERCC2.
MYO1C es un conocido supresor de tumores y se ha relacionado su baja expresién
con la estimulacién de la proliferacién celular en diferentes lineas celulares
cancerigenas (Visuttijai et al., 2016). ERCC2 es una helicasa de DNA importante en

la via de reparacion por escision de nucleétidos, aunque se han asociado
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polimorfismos en este gen con el riesgo de cancer, el papel de su regulacion a la

baja en el cancer aun no esta claro (Benhamou & Sarasin, 2002).
Exposicion a BPF

En el caso de la exposicién a BPF, la red tiene 48 nodos y 39 aristas (Figura 18E),
y el cluster principal contiene 4 nodos conectados por 6 aristas (Figura 18F). Los
nodos de consulta mas centrales son CCNB2 y CDC25C. La ciclina B2 es miembro
de la familia de las ciclinas y desempefia un papel clave en la transicion G2/M, y los

estudios han relacionado CCNB2 con el cancer de prostata (Liu et al., 2022).

En conclusion, la mayoria de los nodos centrales para la exposicion a bisfenoles en
las células LNCaP y PC-3 estan relacionados con la regulacion del ciclo celular y el
dafo del DNA. Por lo tanto, este estudio se complement6 con ensayos funcionales
donde se determiné el impacto de la exposicion a bisfenoles en el ciclo celular y el
dafo del DNA en células de cancer de prostata (Wu et al., 2020), mediante ensayos
de micronucleos, cometa para evaluacion del dafio genotdxico y citometria de flujo

con yoduro de propidio para la determinacion del efecto sobre el ciclo celular.
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tamafo de los nodos revela el grado de cada nodo, el color interno indica el valor de FC

(fold change) de cada transcrito y los colores de borde describen los términos GO
enriquecidos en los que participan esos transcritos. A) Red de exposicion a BPA: tiene 872
nodos y 7054 aristas. B) Cluster principal de la red A: contiene 59 nodos y 1473 PPI
(interacciones proteina-proteina). C) Red de exposicion a BPS: contiene 252 nodos con 165
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aristas. D) Cluster principal de la red C: tiene 5 nodos y 9 aristas. E) Red de exposicion a

BPF: consta de 1000 nodos y 6687 aristas. F) Cluster principal de la red E: incluye 61 nodos

y 1450 aristas.
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Figura 18. Analisis de redes de células PC-3 expuestas a los bisfenoles A, S y F. El tamano

de los nodos revela el grado de cada nodo, el color interno indica el valor de FC (fold
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change) de cada transcrito y los colores de borde describen los términos GO enriquecidos
en los que participan esos transcritos. A) Red de exposicién a BPA. B) Cluster principal de
la red A. C) Red de exposicion a BPS. D) Cluster principal de lared C. E) Red de exposicion
a BPF. F) Cluster principal de la red E.

Dano al DNA
Ensayo de micronucleos con bloqueo de citocinesis y ensayo cometa

El analisis bioinformatico confirmé que la exposicion a las concentraciones
nanomolares de los bisfenoles A, S y F fue capaz de interrumpir vias relacionadas
con la reparacion del dafio al DNA, la elongacion, el metabolismo y el control del
ciclo celular a través del dafo al DNA. Fue relevante caracterizar si el dafio al DNA
era detectable en las células expuestas a estos compuestos. Para responder a esta
pregunta, se utilizaron dos metodologias diferentes: el ensayo de micronucleos con

bloqueo de citosinesis (CBMN) y el ensayo del cometa.

El primero permite la deteccidn de eventos clastogénicos y aneugénicos, tales como
rupturas cromosomicas o escisidnes completas de cromosomas en el material
nuclear, asi como la formacién de buds y puentes de cromatina. La exposicion a
ninguno de los bisfenoles en las células LNCaP y PC-3 afecté el numero de
micronucleos (Fig. 19A y 19B). De manera similar, no se observaron diferencias
estadisticas en el numero de buds nucleares, puentes de cromatina o eventos

apoptéticos (Datos no mostrados).

Dado que no se observd dano al DNA permanente después de exponer las células
de cancer de prostata a bajas concentraciones de bisfenoles en el ensayo de
CMBN, realizamos el ensayo del cometa alcalino para detectar dafos primarios en
el DNA, como rupturas de doble cadena, rupturas de cadena simple, sitios de
reparacion de escisién incompleta, etc (Pu et al., 2015). En este ensayo, todos los
bisfenoles A, S y F a una concentraciéon de 5 nM fueron capaces de inducir dafno al
DNA en ambas lineas celulares LNCaP (Fig. 19C) y PC-3 (Fig. 19D), representado
por un aumento en el momento de las colas de los cometas (relacién entre la

longitud de cada cometa y la intensidad de la sefial). Todas las exposiciones se
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compararon con el vehiculo (etanol) e incluimos un control positivo de dafio al DNA,

Mitomicina C (MMC), a una concentracion de 5 pM.

El resultado de la prueba de CBMN indica que la exposicion a los bisfenoles A, S 'y

F no son capaces de inducir dafio al DNA a nivel clastogénico ni aneugénico.

Por otro lado estas exposiciones fueron capaces de aumentar la cantidad de dafo
en las hebras de DNA en las lineas celulares de cancer de préstata, lo que confirma

los resultados bioinformaticos del analisis del transcriptoma.
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Figura 19. Andlisis de dafio al DNA en lineas celulares de cancer de prostata. Numero de
micronucleos por quinientas células binucleadas tanto para las lineas celulares de cancer
de prostata LNCaP (A) como para PC-3 (B). Momento de las colas de los cometas para el
andlisis del ensayo del Cometa en las células LNCaP (C) y PC-3 (D). (MMC 5 uM =

70



Mitomicina 5 micro molar). * Estadisticamente significativo en comparacién con el control

de vehiculo (n=9) .

Analisis de Ciclo Celular

Como los resultados del andlisis de sobre-representacion de vias mostraron que la
mayoria de los genes diferencialmente expresados estaban involucrados en el
control del ciclo celular y los mecanismos de puntos de control, evaluamos el ciclo
celular en células de cancer de prostata expuestas a bisfenoles. Para comparar los
efectos que la exposicion a bisfenoles podria tener en la regulacién del ciclo celular,
se utilizaron linfocitos humanos en la fase GO/G1 como control positivo, y se tratd a
las lineas celulares de cancer de prostata con el agente antineoplasico nocodazol,
que inhibe la sintesis de microtubulos y detiene las células en la fase G2/M. Todos
los grupos se compararon con un control negativo (lineas celulares de cancer de
préostata tratadas con etanol) (Figura 20A). La exposicion de las células LNCaP
sensibles a los androgenos a BPA, BPS o BPF no afectd ninguna fase del ciclo
celular. En contraste, las células PC-3 expuestas a 5 nM de BPA indujeron una
detencién del ciclo celular en la fase G0/G1 (Figura 20B). La inhibicién del ciclo
celular se informd previamente en células de cancer de préstata humanas, y el
posible mecanismo fue la regulacion negativa de la expresion de la ciclina D1 y la
sobreexpresion de inhibidores del ciclo celular como p21 y p27, a una concentracion
de 50 uM (24-72h) (Bilancio et al., 2017). Sin embargo, se necesita investigacion
adicional para explicar este mecanismo en ambas etapas; sensibilidad a los

androgenos e independencia de los andrégenos, con mas analogos de BPA.
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Figura 20. Andlisis del ciclo celular para las lineas celulares de cancer de préstata LNCaP
(A) y PC-3 (B) expuestas a los bisfenoles A, Sy F a 5 nM. El bisfenol A fue capaz de inducir
la detencion del ciclo celular en las células PC-3. * Estadisticamente significativo en

comparacion con el control de vehiculo.

DISCUSION

En este trabajo demostramos que la exposicidn a las concentraciones nanomolares
de bisfenol A, S y F tuvo un efecto diferencial sobre la citotoxicidad de las lineas
celulares de cancer de prostata. Las células PC-3 fueron mas sensibles al efecto
citotoxico, presentando una reduccion estadisticamente significativa en la viabilidad
a una concentracion de 10 nM en todos los casos, mientras que las células LNCaP
no mostraron citotoxicidad después de la exposicion a los bisfenoles. Esto puede
estar asociado a la afinidad diferencial de los bisfenoles por los diferentes
receptores estrogeénicos, los cuales presentan actividades distintas dependiendo de
la concentracién de bisfenoles a la que estén expuestas. Se observd un patrén
similar en el ensayo de proliferacion celular; las células LNCaP no presentaron
cambios en la proliferacion celular, mientras que las células PC-3 exhibieron un
aumento en la proliferacion celular a las 24 horas después de la exposicion a BPA

(5nM) y BPF (10nM). Las diferencias entre ambas lineas celulares podrian
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explicarse por sus fenotipos. Las células LNCaP comparten caracteristicas con el
cancer de prostata en etapa temprana (adenocarcinoma), mientras que PC-3 tiene
caracteristicas comunes con el carcinoma neuroendocrino de células pequefas
(SCNC), algunas de estas caracteristicas son que las células LNCaP expresan el
receptor de androgenos (AR) y el antigeno prostatico especifico (PSA), mientras
que las células PC-3 no expresan ninguna de esas proteinas(Tai et al., 2011) . Otra
diferencia sustancial entre estas lineas celulares es la presencia de receptores
hormonales ademas del AR, como el receptor de estrogeno (ERa, ESR1) y el
receptor de estrégeno (ERB, ESR2). Los modelos in vitro demostraron que las
células LNCaP expresan ER-B pero no ER-a, mientras que las células PC-3
expresan ER-B a nivel de RNAm (Lau et al., 2000). A nivel de proteinas, las células
LNCaP no expresan ninguno de los receptores de estrogeno, pero si expresan AR,
y las células PC-3 expresan ER-q; sin embargo, esta linea celular no expresa
AR(Lafront et al., 2020). Se ha informado previamente que ER-a tiende a promover
la tumorigenicidad del cancer de prostata(Furic et al., 2015). Curiosamente, en otros
modelos celulares (HelLa) se ha demostrado que el bisfenol A tiene efectos duales
como agonista y antagonista de ER-q, activando la actividad del receptor a bajas
concentraciones(HIROI et al., 1999). Esta evidencia respalda el hecho de que PC-
3 fue mas sensible tanto a los efectos citotdxicos como proliferativos que las células
LNCaP. La exposicion a bisfenoles a 5 nM no mostré efectos citotoxicos, por lo que
los analisis restantes se realizaron exponiendo las células de PCa a bisfenoles a
esta concentracion. Caracterizamos el efecto de la exposicion a bisfenoles en
ambas lineas celulares de cancer de proéstata, LNCaP y PC-3. Evidencia previa
caracterizo el efecto de la exposicidn al BPA en células humanas de cancer de
préstata (LNCaP), y encontraron que el perfil transcripcional estaba involucrado en
la regulacion del ciclo celular y la proliferacion(Hess-Wilson et al., 2007), pero
reportaron un aumento en la proliferacién celular, mientras que nosotros no
observamos diferencias estadisticamente significativas en la proliferacion celular
para las células LNCaP. Esta diferencia puede explicarse debido a la diferencia de
tiempo entre nuestros estudios, ya que expusieron las células LNCaP a bisfenoles

durante 24 horas, y realizamos la mayoria de los ensayos después de 48 horas de
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exposicion, considerando el tiempo para completar un ciclo de replicacion celular y

reparacion del DNA.

El analisis de microarreglos demostré que cada exposicion a bisfenoles tenia un
perfil transcripcional unico, y las células LNCaP fueron mas sensibles al efecto
transcriptomico que la linea celular PC-3, lo cual podria explicarse por las
caracteristicas inherentes de ambas lineas celulares y su expresion de receptores
hormonales. Se ha informado en otros modelos que diferentes xenoestrogenos
(como el BPA) tienen actividad estrogénica pero también actuan como compuestos
antiandrégenos(Sohoni & Sumpter, 1998). Ademas, se demostré que el BPA, BPS
y BPF inducen ER-a/ ERpB, antagonizando las actividades de AR(Pelch et al., 2019).
Dado que las células LNCaP presentan funciones estrogénicas y androgénicas, hay
mas genes diferencialmente expresados cuando estas células se exponen a
bisfenoles, en contraste con las células PC-3 que solo expresan ER-a, por lo que
hay menos genes diferencialmente expresados después de la exposicion a

bisfenoles.

Para determinar el papel funcional de los genes diferencialmente expresados
(DEGS), se realiz6 un analisis de sobre-representacion de vias. Este analisis mostro
que hubo menos términos GO enriquecidos estadisticamente cuando se utilizaron
los DEGs sobreexpresados como términos de consulta, en comparacién con los
subexpresados. Las células LNCaP expuestas a BPF presentaron mas términos GO
sobreexpresados que todas las demas exposiciones, y la mayoria de las vias
enriquecidas estadisticamente fueron relacionadas con el metabolismo de
biomoléculas. No hubo patrones claros compartidos de enriquecimiento de vias
entre las exposiciones a bisfenoles para los DEGs sobreexpresados. En contraste,
los DEGs subexpresados indujeron la desregulacion de mas términos GO. En el
caso de las vias subexpresadas, hubo mas funciones bioldgicas compartidas entre
todas las exposiciones, y la mayoria de ellas estaban relacionadas con la regulacion
del ciclo celular, mecanismos de reparacion de dafos al DNA, elongacién del DNA
y metabolismo de biomoléculas. Previo a esto, se ha informado que los bisfenoles

son capaces de inducir dafio al DNA en diferentes modelos celulares, a través de
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estrés oxidativo y la interrupcion de las vias de sefalizacion cMYC y CTNNB1,
induciendo arresto del ciclo celular (Y.-K. Chen et al., 2021; Di Pietro et al., 2020;
Gassman et al., 2015; Pfeifer et al., 2015). En células epiteliales normales, se ha
demostrado que el BPA induce daio al DNA (RWPE-1) (Kose et al., 2020), y arresto
del ciclo celular en células epiteliales de prostata humanas no transformadas (EPN)
y células de cancer de prostata (LNCaP) (Bilancio et al., 2017). Sin embargo, hay
falta de evidencia sobre el efecto de estos tres analogos estructurales (BPA, BPS y
BPF) en células de cancer de prostata tanto sensibles como independientes de los

andrégenos, como LNCaP y PC-3.

Para obtener una vision mas detallada del efecto de las proteinas codificadas por
RNAmM en cada término biolégico GO sobreexpresado, construimos redes de
interaccidn proteina-proteina y descubrimos que tanto en las lineas celulares
LNCaP como en PC-3, los nodos mas centrales (NRNAs con mas interacciones en
las redes) eran aquellos cuyos valores de expresion estaban subregulados. Como
se discutié en la seccion de resultados, los roles clave de la mayoria de los mMRNAs
mas centrales en células LNCaP y PC-3 expuestas a bisfenoles estan relacionados
con la progresion de los puntos de control del ciclo celular, la respuesta al dafio del
DNA vy la replicacién del DNA. Estos analisis de redes nos permiten identificar los
posibles efectores clave de proteinas en la desregulacidon de las vias para cada
exposicion a bisfenoles. Determinar objetivos especificos en cada una de las
exposiciones que podrian dar lugar a efectos similares pero a través de mecanismos

diferentes.

De acuerdo a los resultados anteriores, evaluamos el efecto de las exposiciones a
bisfenoles sobre el dano al DNA y el control del ciclo celular. Aunque no
encontramos escisiones o dafio cromosomico permanentes estadisticamente
significativos en el ensayo de micronucleos, hubo una tendencia creciente en la
cantidad de micronucleos para ambas lineas celulares. En el caso de las rupturas
del DNA, encontramos un aumento estadisticamente significativo en el momento de
las colas de los cometas para todas las exposiciones. Estos resultados indican que

los bisfenoles podrian inducir rupturas del DNA (simples) o inducir sitios de
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reparacion por escision incompleta. Los efectos en el dafio al DNA son consistentes
con los resultados del analisis transcriptdmico donde encontramos una disminucion
en los genes de reparacion del dafio al DNA. Resultados similares fueron reportados
en ceélulas epiteliales prostaticas normales RWPE-1 expuestas a BPA, BPS y BPF.
En este modelo, las proteinas de reparacion del DNA (OGG1, Ape-1, MyH y p53)
involucradas en la via de reparacion por escision de bases fueron reguladas a la
baja en todas las exposiciones a bisfenoles(Kose et al., 2020), y Chen Yin-Kai et
al. también reportaron una regulacién a la baja en TP53 y CDKN1A que promueve
el dafio al DNA(Y.-K. Chen et al., 2021). Aunque estos mecanismos necesitan ser
validados por ensayos funcionales y moleculares, ya que la subexpresion no

necesariamente tiene como consecuencia la pérdida de funciéon de las proteinas.

Las células LNCaP fueron mas sensibles al dafio al DNA, ya que los momentos de
los cometas fueron mayores que en las células PC-3. En términos de potencia
toxicolégica, los tres bisfenoles no mostraron una diferencia estadisticamente
significativa en el momento de la cola del cometa, sin embargo, hay una tendencia
en la cual la exposicion al bisfenol F indujo ligeramente colas de cometa mas largas
en ambas lineas celulares de cancer de prostata. En el caso de las células PC-3, el
analisis del ciclo celular revelé una induccion de arresto del ciclo celular en la fase
GO0/G1. Para los otros tratamientos, no hubo diferencias estadisticamente
significativas. Integrando el analisis de sobre-representacion de vias y los
resultados del ciclo celular en las células PC-3 expuestas a BPA, identificamos la
regulacion a la baja de genes importantes para el control del ciclo celular, como
TP63, MYO19 y CDC25, después de la exposicion. De hecho, se ha relacionado la
ablacion de TP63 con el arresto del ciclo celular en la fase G1(Bergholz & Xiao,
2012).

Con estos ensayos, confirmamos que hubo induccion de dafio en el DNA de cadena
sencilla tanto en las células LNCaP como en las PC-3, y que el ciclo celular solo se
vio afectado por el BPA en la linea celular de cancer de prostata independiente de
androgenos, PC-3. La citotoxicidad, la proliferacion celular, los perfiles

transcriptémicos, el analisis de vias bioinformaticas, los ensayos de dafo al DNAy
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el ciclo celular indican que la exposicidn a bajas concentraciones de bisfenoles
podria tener un efecto diferencial en las células de cancer de préstata, segun el
estadio de la enfermedad. Esto se puede explicar por la influencia de los bisfenoles
en las actividades androgénicas, antiandrégenas y estrogénicas de la prostata, asi
como en otros mecanismos de disrupcion endocrina, como los cambios
epigenéticos que podrian influir en la actividad de la exposicién a bisfenoles(Ahn &
Jeung, 2023; Corti et al., 2022).

Seran necesarias investigaciones adicionales, como modelos in vivo y pruebas
moleculares mecanisticas, para comprender completamente las diferencias
mecanisticas de estas exposiciones. Sin embargo, este trabajo proporciona una
primera visidbn de este amplio panorama. La toxicologia ambiental, las ciencias
omicas y la medicina traslacional deben integrarse para proporcionar evidencia mas

consistente relacionada con los EDCs.
CONCLUSIONES

Los bisfenoles A, S y F, a una concentracion de 10 nM disminuyen la viabilidad de

las células independientes a andrégenos PC-3.

La linea celular sensible a los andrégenos LNCaP, fue mas sensible
transcripcionalmente al efecto de los bisfenoles, que su contraparte PC-3. Esto
tomando en cuenta solamente el numero total de transcritos diferencialmente

expresados.

Para ambas lineas celulares, los transcritos diferencialmente expresados estan
involucrados en procesos como control de ciclo celular, y mecanismos de reparacion
de dafio a DNA.

Ambas lineas celulares exhibieron rupturas de DNA, tras la exposicion a bisfenoles

A, F y S a una concentraciéon de 5 nM.

La exposicion a bisfenol A, a una concentracion 5 nM fue capaz de inducir arresto

del ciclo celular, comparable al vehiculo.

77



PERSPECTIVAS

Los analogos estructurales del bisfenol A se utilizan ampliamente en todo el mundo,
por lo tanto, es imperativo para la comunidad cientifica comprender completamente
los mecanismos moleculares que podrian relacionar la exposicion a los bisfenoles
con la salud humana. Esta investigacion proporciona una visién de los efectos de la
exposicion a bajos niveles de los analogos estructurales del bisfenol A en dos etapas
diferentes de la enfermedad del cancer de préstata, utilizando un modelo in vitro. Lo
cual remarca la importancia de analizar los efectos de disrupcién endocrina a lo
largo del proceso de la enfermedad y no sélo en sus etapas iniciales. Como se
menciond anteriormente, se necesitara una investigacion molecular adicional, sin
embargo, este trabajo es un punto de partida para determinar si los analogos
estructurales del BPA podrian tener un efecto diferencial en las células de cancer

de prostata, dependiendo de la etapa de la enfermedad.
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